Google 



This is a digitai copy of a book that was prcscrvod for gcncrations on library shclvcs bcforc it was carcfully scannod by Google as pari of a project 

to make the world's books discoverablc online. 

It has survived long enough for the copyright to expire and the book to enter the public domain. A public domain book is one that was never subjcct 

to copyright or whose legai copyright terni has expired. Whether a book is in the public domain may vary country to country. Public domain books 

are our gateways to the past, representing a wealth of history, culture and knowledge that's often difficult to discover. 

Marks, notations and other maiginalia present in the originai volume will appear in this file - a reminder of this book's long journcy from the 

publisher to a library and finally to you. 

Usage guidelines 

Google is proud to partner with librarìes to digitize public domain materials and make them widely accessible. Public domain books belong to the 
public and we are merely their custodians. Nevertheless, this work is expensive, so in order to keep providing this resource, we have taken steps to 
prcvcnt abuse by commercial parties, including placing lechnical restrictions on automated querying. 
We also ask that you: 

+ Make non-C ommercial use ofthefiles We designed Google Book Search for use by individuals, and we request that you use these files for 
personal, non-commerci al purposes. 

+ Refrain fivm automated querying Do noi send aulomated queries of any sort to Google's system: If you are conducting research on machine 
translation, optical character recognition or other areas where access to a laige amount of text is helpful, please contact us. We encouragc the 
use of public domain materials for these purposes and may be able to help. 

+ Maintain attributionTht GoogX'S "watermark" you see on each file is essential for informingpcoplcabout this project and helping them lind 
additional materials through Google Book Search. Please do not remove it. 

+ Keep it legai Whatever your use, remember that you are lesponsible for ensuring that what you are doing is legai. Do not assume that just 
because we believe a book is in the public domain for users in the United States, that the work is also in the public domain for users in other 
countiies. Whether a book is stili in copyright varies from country to country, and we cani offer guidance on whether any specific use of 
any specific book is allowed. Please do not assume that a book's appearance in Google Book Search means it can be used in any manner 
anywhere in the world. Copyright infringement liabili^ can be quite severe. 

About Google Book Search 

Google's mission is to organize the world's information and to make it universally accessible and useful. Google Book Search helps rcaders 
discover the world's books while helping authors and publishers reach new audiences. You can search through the full icxi of this book on the web 

at |http: //books. google .com/l 




.1 V 



I MICROPARASSITI 



MICROPARASSITI 



NELLE MALATTIE DA INFEZIONE 



MANUALE TECNICO 

GUIDO \BORDpHI -UFFREDUZZI ^ | £5 3 - 

S Xavole e pareoohie inolalonl nel testo. 




ROMA. TORINO FIRENZE 

FRATELLI BOCCA, Librai di S. M. 



].AMt li".;;aky, Stanford university 



PROPRIBTA LBTTSRARIA 



ToriDo — ViMCBCzo Boha, Tip. di S. M. • dei RR. Principi. 



J(\ 



D 






INDICE 



Prefazione pag, vn 

Introduzione » xi 

I. Cenni generali sulla morfologia e sulla biologia dei microrganismi. 

1. Nomenclatura pag. 2 

2. Classificazione > 3 

3. Rapporto dei microbi collorganismo normale . » 11 

A. Proprietà morfologiche. 

4. Forma e costituzione deirindividuo cellulare . ...» 14 

5. Sviluppo e riproduzione » 18 

B. Proprietà fisio-patogeniohe. 

6. Nutrizione » 21 

7. Azione dei microrganismi sui mezzi di nutrizione ...» 24 

8. Proprietà patogeniche » 26 

9. Attenuazione del potere patogenico. -* Immunità naturale ed ar- 

tificiale » 32 

10. Azione della luce e dcirelettricità sulle proprietà biologiche dei 

microrganismi » 38 

11. Azione della pressione e del movimento . ...» 39 

12. Azione della temperatura » 39 

13. Azione delFumidità e del disseccamento . . . » 41 

14. Azione dei gaz > 42 

15. Azione mutua » 42 

16. Azione dei vari reagenti chimici » 43 

II. Strumenti necessari per le ricerclie e loro disinfezione. 

1. Apparecchio d'illuminazione di Abbe » 47 

2. Immersione omogenea » 50 

3. Microtomi » 52 



fc. 



▼I 

4. Inclusione in paraffina pag. 62 

5. Inclusione in celloidina » 64 

6. Piccoli strumenti > 66 

7. Apparecchi per la preparazione delle sostanze nutritive e per le 

culture » 67 

8. Stufe » 75 

9. Strumenti accessorii . . . . • » 82 

10. Disinfezione degli oggetti » 85 

III. Sostanze coloranti e metodi di colorazione. 

1. Generalità della colorazione » 91 

2. Iodio » 92 

3. Ematossilina » 93 

4. Carmino » 95 

5. Colorì d*anilina >» 97 

Metodi generali di colorazione semplice. 

6. Metodo di Weigert > 102 

7. Metodo di Koch » 103 

8. Metodo di Gram » 105 

9. Metodo di Koch-Lòffler » 109 

Metodi generali di colorazione doppia. 

10. Metodo di Weigert > 111 

11. Metodo di Soubbotine > 112 

12. Colorazione delle spore » 112 

Metodi di colorazione speciali. 



13. Metodi di colorazione dei bacilli tubercolarì: 

A. Metodo di Koch 

B. Metodo di Ehrlich . 

C. Metodi di Baumgarten 

14. Colorazione dei bacilli della lebbra 

15. Particolarìtà della colorazione di altrì mi 

16. Colorazione dei microfiti cutanei 

17. Valore ed importanza della colorazione 



croparassiti 



> 


115 


> 


117 


> 


1-26 


> 


129 


» 


130 


» 


i:^ 


» 


137 



IV. Ricerca dei microparassiti neirorganismo animale (liquidi e tessuti). 



1. Ricerca dei microrganismi nei liquidi 

A) Esame diretto .... 

B) Esame coi reattivi . 



» 145 

> 146 

> 148 



TU 

2. Esame del sangue pag. 156 

3. Ricerca dei microrganismi nei tessuti > 161 

4. Indurimento dei tessuti » 161 

5. Trattamento successivo delle sezioni » 163 

6. Microfotografia » 166 



V. Ricerche neir aria , nell*acQua e nel terreno. 

1. Ricerca dei microrganismi nelFaria » 172 

2. Ricerca dei microrganismi nell'acqua > 188 

3. Ricerca dei microbi nel terreno » 191 



Vi. Sostanze di nutrizione e metodi di cuitura. 

1. Metodi di coltivazione coi liquidi . . ' . . . » 197 

A. Metodo di Pasteur > 197 

B. Metodo delle culture frazionate (Klebs) ...» 199 
G. Metodo delle diluzioni (Nàgeli) » 199 

2. Metodo di cultura colle sostanze solide o metodo del Koch . » 202 

3. Patate » 204 

4. Pappa di pane > 206 

5. Gelatina nutritiva » 207 

6. Culture nei tubi da saggio > 213 

7. Culture sulle lastre di vetro e sui portoggetti ...» 215 

8. Siero del sangue » 222 

9. Culture nei portoggetti incavati > 225 

10. Metodo dell*infezione negli animali » 227 

11. Metodo del riscaldamento » 229 



Vii. Trasmissibiiità dei microreanismi patogeni — Innesti — Autopsie. 

1. Scelta degli animali » 231 

2. Località e modo di fare gli innesti » 232 

3. Innesto cutaneo » 233 

4. Innesto sottocutaneo » 234 

5. Innesto nelle cavità sierose » 235 

6. Iniezione intravenosa » 236 

7. Infezione artificiale per la via degli organi digerenti . » 237 

8. Infezione artificiale per le vie respiratorie .... » 238 

9. Autopsie » 239 

10. Studio delle proprietà biologiche dei microparassiti . » 243 



vili 



vili. Descrizione biologica dei prineipali microrganismi patogeni. 

1. Bacillo dol carbonchio pag. 248 

2. Bacillo doirodoma maligno > 254 

\\. Bacillo (lol carbonchio aintomatico (Rauschbrand; » 258 

4. Bacillo doUa tubercolosi » 250 

5. Bacillo (lolla lebbra » 271 

iS, Bnoillo lifoM) di Kborth » 276 

7. Bacillo dol nu)ocio (morva o farcino) » 278 

H. Bacillo doUn Hottioomia doi topi > 280 

0. Bacillo nella difiorito dell'uomo » 281 

10. BhoìUo dol « nml rosso » dei suini » 282 

i 1 . Bnoillo dolln Hifllide » 284 

t^. Batterio dolln Hotticemia dei conigli » 285 

l:(. Batterio dol colora dei polli » 286 

14, Spirochete del tifo ricorrente » 286 

Ih. Spi r«K' bete boccale » 287 

\\\. Vibrione colorigeno » 288 

17. Micrococco della risipola » 296 

IM. Mi(*rococoo della polmonite > 296 

tu. MirrcM'occo della gonorrea > 300 

20. MitM-oc'occi piogeni » 303 

21. Actinomyces > 311 

'£1, (Jhionyphe Carteri > 315 

"iW. l^arafwiti delle malattie cutanee » 316 

24. Saccaromyces albicans (mughetto) > 317 

Indice alkabetigo » 319 



PREFAZIONE 



I progressi rapidi, quasi impreveduti ed insperati, fatti in 
questi ultimi anni nello studio delle malattie d'infezione, sono 
dovuti per la più parte ali* applicazione di una metodica lo- 
gica, severa, quasi pedantesca. Di raro concetti teorici cosi 
larghi e generali si svolsero da un*osservazione cosi paziente e 
minuziosa, da un esperimento tanto curato ne* più minuti par- 
ticolari, e controllato ad ogni passo da una critica sagace, 
inesorabile. Di quante indagini, di quanti anni di lavoro questa 
critica ha dispersi al vento i risultati! 

Quanto si è ottenuto finora ha reso più sicura ma non più 
facile la via. Chi vuol provarsi a risolvere qualcuna delle in- 
finite incognite, che comprende questo capitolo della patologia, 
o, più modesto, si contenta d* applicare alla pratica medica i 
risultati già ottenuti da altri, deve sapersi giovare di tutti gli 
amminicoli, circondarsi di tutte le precauzioni che la scienza 
insegna ed esige. Il fare altrimenti, il pubblicare, come alcuni 
Canno, che, mettendo sotto il microscopio del sangue di Tizio, 
o degli essudati di Caio, hanno trovato dei micrococci o dei 
bacilli, senza guarentirci intorno al modo con cui venne fatta 



l'osservazione, o senza curarsi di porre in sodo l'importanza 
eziologica dei microrganismi osservati , vuol dire aggiungere 
nuove scorie a quelle che ingombrano i cosidetti archivi della 
scienza, e dimostrare di essere stati fermi, mentre la scienza 
ha progredito a galoppo. 

In questo stato di cose mi parve che un libro che racco- 
gliesse e coordinasse tutte quelle nozioni intomo alla metodica 
della bacterìologia, che si trovano sparse in un gran numero di 
lavori originali pubblicati in giornali difficilmente accessibili alla 
generalità degli studiosi, avrebbe dovuto tornare a questi ultimi 
di grande giovamento. E quando il D^® Bordoni Uffreduzzi 
mi comunicò la sua intenzione di scrivere un libro su questo ar- 
gomento, io Io incoraggiai caldamente a farlo. 

Il D'* Bordoni Uffreduzzi ha appreso praticamente la 
bacterìologia nel pregiato laboratorio diretto a Monaco da un 
allievo di Koch, il D" Frobenius, e vi ha posto in ap- 
plicazione le nozioni apprese, compiendovi un lavoro originale 
sulla pioemia dei vitelli neonati. Tornato in Italia, io gli diedi 
mezzi nel mio laboratorio di continuare i suoi studi ; ed egli se 
ne giovò sia per attendere ad altri lavori originali, che verranno 
presto resi di pubblica ragione , sia per controllare i risultati 
altrui prima di accoglierli nel presente libro. 

L*opera adunque che il D'"* Bordoni Uffreduzzi offre 
al pubblico non è una semplice compilazione. Concepita ed ela- 
borata neiresercizio pratico del laboratorio , essa tien conto 
di tutti i bisogni di chi s'inizia allo studio della bacterologia , 
lo guida passo passo, gl'insegna quali sieno le difficoltà da su- 
perare, i pericoli da sfuggire, gli scopi da raggiungere. — Ài 



XI 

capitoli risguardanti la metodica egli ha fatto precedere alcuni 
capitoli sulla biologia e sull'azione patogenica dei microrganismi, 
terminando colla descrizione biologica dei microparassiti noti 
finora; in modo che il lettore può trovare nel presente libro 
non solo come è fatto e come s'adopera lo strumento, ma 
anche ciò che si può ottenere per mezzo di esso. 

Non conosco alcun libro di bacteriologia che presenti 
riuniti tutti codesti vantaggi. Ho per ciò fede che il libro del 
ly* Bordoni Uffreduzzi troverà favorevole accoglienza da 
parte degli studiosi. 



G. BiZZOZERO. 
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INTRODUZIONE 



Lo scopo di questo libro è altrettanto semplice quanto modesto ; 
è quello di riunire e di esporre in forma chiara e precisa quanto 
y*ha finora di acquisito in iscienza, relativo ai metodi nuovi di 
indagine per lo studio dell'eziologia delle malattie da infezione. 

Fatto edotto, anche per un pò* di pratica acquistata di tali 
studi in Germania, delle difficoltà che s* incontrano nella esatta 
applicazione degli stessi, se non si ha a lato una guida pratica e 
sicura, ho cercato di fornire con questo mio scritto a chi è nuovo, 
poco esperto di siffatte discipline, il modo di porsi in grado in 
breve tempo di conoscerle ed applicarle. 

Un tale argomento, oltre il grande interesse scientifico, ha 
pure acquistato oggidì un'importanza molto notevole dal punto 
di vista della pratica e dell'igiene. È di&tti in virtù di questi 
studi che il quesito vitale dei disinfettanti ha acquistato oggimai 
un fondamento serio, avviandosi verso la sua soluzione; ed è 
sulla cognizione dei metodi odierni che si fonda il criterio dia- 
gnostico e prognostico di certe malattie, che dovrebbe anche 
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servire di norma per la terapia delle stesse ; basti citare per 
tutte Tesempio della tubercolosi e del colèra. L'igienista inoltre 
se ne avvale con grande vantaggio per l'esame delle acque, del- 
l'aria e del terreno. 

In Germania difatti, dove è giustamente apprezzato Taltish 
simo valore delle questioni d'igiene, e l'avvenire che è serbato 
a questo ramo delle mediche discipline, avvi già un insegna- 
mento officiale, diretto dal K o e h , a cui accorrono i medici per 
mettersi in grado di stabilire con questi metodi, fino dai primi 
casi di malattia, la diagnosi del colèra {Choleracursus). Da 
noi pertanto, ove finora non è dato attingere da altra fonte 
che da quella della iniziativa ed energia individuale, ho cre- 
duto che un'esposizione dettagliata e chiara, per quanto è pos- 
sibile, di tale argomento possa servire a supplire, almeno in 
parte, al difetto d'un insegnamento speciale. — Attalchè il pre- 
sente libro mira anche a divulgare ira i medici la conoscenza 
di tali metodi e l'applicazione esatta degli stessi. 

Questo valga ad impedire che taluni, molto scettici e poco 
pazienti, disprezzino e cerchino di gettare il discredito su &tti 
e su questioni che non conoscono abbastanza, e ch'altri invece, 
gettandosi impazienti alla ricerca di &tti nuovi, prima ancora 
di possederne i mezzi necessari, attribuiscano il loro insuccesso 
all'imperfezione del metodo, anziché alla propria insufficienza. 

Basti poi lo accennare che le fonti precipue da cui ho at- 
tinto sono specialmente gli scritti di Gohn, Pasteur, Nàgel^ 
Zopf, Fliigge, ecc.; la sorgente principale però è rappresene 
tata dai lavori del Koch, i cui metodi segnano un progreno 
incontestabile su tutti gli altri precedenti. 

Le figure dei microparassiti sono per la xn 
segnate dai miei preparati, e le altre rlpn 
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Piacemi infine rendere grazie pubblicamente a quanti mi 
hanno gentilmente coadiuvato nel compiere quest* assunto, ma 
innanzi tutto di esternare i sensi della mia profonda gratitudine 
al Prof. Bizzozero, il quale, come sempre, anche in quest'occa- 
sione mi fu largo del suo appoggio e dei suoi autorevolissimi 
consigli. 

Laboratorio di Patologia generale. Torino, Giugno 1885. 



L'Autore. 



CAPITOLO I. 



Cenni generali snlla morfologia e sulla biologia 

dei microrganismi. 



Credo utile far precedere anzitutto una breve esposizione 
delle proprietà biologiche principali finora conosciute di quella 
classe di funghi microscopici, a cui appartengono le varietà che 
sono state oramai riconosciute atte a produrre alcune, e forse 
tutte le malattie da infezione. 

Li ho chiamati funghi microscopici {Filze di Nàgeli), 
giacché fin dal 1853 il Gohn (1) ha positivamente stabilito la 
loro natura vegetale, per quanto però a rigor di termine non 
sia possìbile una delimitazione precisa di un tal gruppo di esseri 
viventi, di cui alcune specie hanno grandissima rassomiglianza 
con organismi del regno vegetale (alghe), ed altre invece rasso- 
migliano ad organismi animali (monadi). Sicché più propria- 
mente ancora gli esseri in questione sono da riporsi in quel terzo 
regno della natura, chiamato da Haeckel regno dei Proiisii, 
che sta quasi come ponte di passaggio fra quello animale e 
quello vegetale. 



(1) Gohn, Nov. Act. Acad. Leop. Garol., 1853. 



Il Du-Bary (1) Alt osservare che neppure la denomina- 
cionc di funghi, data al gruppo che comprende i microi^anismi 
Itntofiimi , à esatta , poiché in questo sono compresi non solo i 
Inllntltl privi di clorofilla, ma anche altre forme il cui proto- 
plniimu cttlhilare à provvisto di questa sostanza. Tali sono, ad 
(Wt^miiii), Iti due forme trovate nell'acqua dal Van Tieghera(2X 
« da qucvitl doscritte sotto il nome di «bacUlus rirens» e «ba- 
cl^riuni viride *, nonché un* altra specie consimile descritta da 
Kn^Almann (3) col nome di «bacterium chlorinum». Queste 
[Kvtt non sono che rare eccezioni, e la mi^ior parte delle 
aitooio Mino privo di clorofilla e rientrano per ciò nella classe 
doi cm\ dflttl l*ilte di Nligeli. 



Vali |iriiitn Ciwa mi cui convorrebbe mettersi d'accordo èia 
liM» mmitniolNhini. Hil invtvo chi por la prima vcdta si fa a 
l'W^iv iill wTitii mitlt4>|Uici «b(> trattano dell'ai^ranento, deve 
rt»rl«uu'n1o li>»vrtr»l in wm pÌ«\>lo imbarazzo, inc(»itraDdo nomi 
(ItviMM aptilioali alla Hltvna ii|>ocì<' di micror^nisniL 

ivtfttllilit Kbri>mlii>r|t(4Voh(>lihao!»Tvatiperprimo,lìha 
«MaMidi^All tt'ti tH mtaKwH cltinmandoli ritirnMiti, distingaendo 

\\ TaottMir II dmlinia <is>) n>wK> di f^imptu « dì infusorU, 
•MxItninnMtititli in /•Mt*A*.\N\ M/A'iii. nff>rkmL momaài ecc. n 
HAobanip Uà iw\\)vwi|.» <H *vh**ni*rli mi'rosiMiu: il Davaine 
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'bacteridii; il Klebs li divide in microsporine e monadine; il 
Sedili ot ha per primo proposto il nome generico di micròbi^ 
il N a geli li chiama schisiomiceii {q Spaltpilzé), nome che in- 
dica la loro proprietà di riprodursi per scissione, e finalmente 
ilCohttedilKochli raccolgono tutti sotto il nome collettivo 
di batteri. 

In mezzo a tanta confusione di nomi può riuscire talora dif- 
ficile il raccapezzarsi, e la necessità di un'unica nomenclatura 
si fa sentire ogni giorno di più. Questo però dipende in gran 
parte dalla classificazione degli stessi, ed un accordo su questa 
nello stato attuale della scienza non appare ancora possibile; 
cosicché, essendo la questione tuttora siib judice, nel presente 
lavoro mi varrò delle espressioni generali, equivalenti di mtcro- 
parassiti o microrganismi patogeni, o semplicemente microbi, 
avvertendo, una volta per sempre, che questi rientrano per la 
maggior parte nei cosidetti 4c Spaltpilze > di Nàgeli, o nei 
« batteri » del Ko eh e del G oh n. In tal modo non si pregiu- 
dica affatto la questione per l'avvenire, mentre invece, designando 
questi esseri col nome di batteri e con quello di batteriologia il 
ramo di scienza che se ne occupa, come vedo proposto dalla 
maggior parte degli autori, si è in errore; sia perchè oltre i cosi 
detti batteri esistono anche altre specie di microrganismi che 
sono produttori di malattia, come pure perchè altri potrebbero 
esserlo che non si conoscono ancora. 



Classificazione. 

Altrettanta confusione ed incertezza regna eziandio sulla 
loro classificazione; e ciò deriva dal non essere ancora ben co- 
nosciute le condizioni di vita di questi esseri inferiori, relative 
al loro modo dì nutrirsi, di crescere e di riprodursi; poiché su 
questo soltanto deve esser basata^ secondo i dettami della scienza, 
nadivisioiie sistematica e razionale. 

THia prima questione d' indole generale tiene intanto diviso 
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il campo in due scuole, fi*a loro assolutamente opposte. Il Gohn, 
il Eoch e la sua scuola ammettono la costanza morfologica dei 
varii microrganismi patogeni, e ritengono che la forma di cocco, 
di bacUlo, di spirillo, e cosi via, sieno altrettante specie distinte, 
le quali rimangono tali tanto nell* organismo animale che li al- 
berga come parassiti, come al di fuori di quello, nelle più sva- 
riate condizioni di vita e di nutrizione degli stessi. 

Invece il Billroth (1), il Nàgeli (2), lo Zopf (3), ed il 
B u e h n e r (4) sostengono che le forme anzidette stiano tutte in 
rapporto genetico fra di loro, che sieno cioè semplici stadii di 
sviluppo di una sola specie, o tutt'al più di un numero di specie 
assai ristretto. Secondo lopinione di questi autori, da un unico 
stipite si potrebbero ottenere tutte le forme di microrganismi che 
si conoscono (spinili, spiroceti, bacilli, vibrioni, micrococchi, ecc.), 
variando semplicemente le condizioni di nutrizione (temperatura 
e composizione del substrato materiale); e si potrebbe egualmente 
una forma di micrococco cambiare, ad es., in un bacillo o in uno 
spirillo, e viceversa, cambiando soltanto il terreno su cui si 
sviluppa. 

Corrispondentemente a siffatto polimorfismo dei microbi, si 
ammette dagli autori succitati anche una modificazione delle loro 
proprietà fisiologiche e patogeniche, ed il Wernich giunge 
persino a sostenere che gli stessi microrganismi che noi alber- 
ghiamo normalmente in gran numero nel nostro intestino, i 
quali nelle condizioni ordinarie sono affatto innocui e sembra 



(1) Billroth, Untersuchungen ùber die Vegetationsformen der Cocc<h 
bacteria septica^ Berlin, 1874. 

(2) Nasobli, Zur Umuxmdlung der SpaUpiUfarmen ìd « Untersuchungen 
uber niedere Pihe, aus dem Pflanzenphyiiologischen Institut in Mùnchen » 
1882, p. 130. 

(3) Zopf, Die Spaltpihe, II Aufl., Breslau, 1884. È da notare che lo Zopf 
nell'ultima edizione venuta testò alla luce del suo libro (Die SpaUpilze^ III 
Aufl., Breslau, 1885) si ricrede alquanto della sua opinione, ed ammette che 
alcune specie siano polimorfe ed altre no. 

(4) BuGHNXR, Kritih und Experim. ùber d. Frcige v. d. Constanz d. 
paiKog, Spaltpihe (m Nftgeli*8 Untersuch. ù. nied. Filze). 
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anzi coadiuvino Fazione dei succhi digerenti (1), possano in date 
circostanze divenire patogeni e produrre le forme tifose; mentre 
viceversa gli stessi microbi, sviluppandosi fuori dell'organismo, 
si trasformerebbero di bel nuovo negli 'ordinari ed innocenti ba- 
cilli delle feci. È noto che il Buchner sostiene altrettanto a 
riguardo del « bacillus subtilis » (Heubacillus) e del bacillo car- 
bonchioso. 

Le discrepanze, come si vede, sono molto forti, e la questione 
è invero gravissima; perchè, se fosse esatto quanto ammettono il 
Nàgeli ed il Wernick, tutti quanti gli studii sulla disinfezione 
non avrebbero più alcuna importanza pratica, essendo impossi- 
bile combattere un contagio, che si può riprodurre ad ogni 
istante da germi che si trovano sparsi dappertutto in quantità 
innumerevole, e che è inoltre capace di cangiar natura altret- 
tanto rapidamente per diventare affatto innocente. 

Per fortuna però gli studi ultimi del Koch e de' suoi disce- 
poli, eseguiti con metodi di coltivazione di gran lunga migliori 
e più esatti, famno sperare prossima la soluzione del problema. 

Seppure esiste il polimorfismo, come pare provato dagli studi 
dello Zopf, del Buchner e di altri, in alcune specie di mi- 
crofiti, altrettanto certo si è che tutti i microrganismi patogeni 
conosciuti finora mantengono inalterate le loro proprietà morfo- 
logiche e funzionali, tanto nelForganismo animale come nei più 
svariati mezzi di coltivazione. Può bensì aver luogo una certa 
variazione nella loro grandezza, secondo le condizioni del mezzo 
e della nutrizione, come ha pure recentemente dimostrato il dot- 
tor Hueppe (2) per quelle specie di microfiti che producono le 
alterazioni del latte, e come hanno osservato altri in molti casi ; 



(1) BiSHSTOGR, Ueber die Bacterien der Faeces , Fortschritte der Medi- 
cin, I, N. 19, 1882. 

(2) HuBPPB, Untersuchungen ùber die Zersetzungen der Milch durch 
Mikroorganismen, Mitth. aos d. Kaiser!. Gesundheitsamte, Bd. II, p. 368, 
1884. 
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ma ciò accade entro lìmiti assai ristretti, e rimanendo la specie 
invariata in tatto il resto. 

Le sostanze di nutrizione solide e trasparenti, proposte dal 
Koch, permettono di giadìcare con criteri di certezza quasi 
assoluta della purezza della coltivazione che si ha fi*a mano, 
cosa che non era possibile per lo addietro quando si usavano 
soltanto sostanze liquide. Se si può adunque essere sicuri della 
purezza delle culture, e se si vede che, trasportando da uno ad 
un altro mezzo di nutrizione una data specie isolata di micror- 
ganismi, questa si riproduce costantemente e per parecchie ge- 
nerazioni consecutive nella stessa forma e cogli stessi caratteri 
biologici, che manifesta anche quando si & sviluppare nell'orga- 
nismo animale, si può anche conchiudere con ragione, come & 
il Koch, alla costanza morfologica della stessa, che acquista il 
diritto per ciò di essere classificata a sé quale specie distinta. 

Del resto non è tanto il criterio della forma e della gros- 
sezza, quale ci apparisce alFosservazione microscopica, che serve 
a differenziare le varie specie di microrganismi fi*a di loro, 
quanto specialmente Tinsieme di certe proprietà (modo di cre- 
scere, di svilupparsi e di disporsi in aggruppamenti più o meno 
caratteristici) che manifestano nelle sostanze di nutrizione solide 
e trasparenti; e queste non poterono essere studiate e poste in 
evidenza, se non dopo Timpiego dei mezzi di nutrizione speciali 
suaccennati. 

È un &tto bene accertato che ciascuna forma di microbi 
vive e si sviluppa in alcuni piuttosto che in altri mezzi di nu- 
trizione, e che il loro sviluppo è subordinato a certe condizioni 
di temp^:*atura, di umidità ecc. ecc., speciali per ciascuna forma, 
la quale si comporta pure in modo diverso dalle altre verso gli 
agenti esteriori fisici e chimici. Ck)lle proprietà fisiologiche vanno 
d'accordo quelle patogeniche, giacché una data specie di micror- 
ganismi patogeni, anche coltivata in condizioni diverse di nutri- 
zione e riprodotta fuori dell'organismo per molte generazioni con- 
secutive, conserva pur sempre la proprietà di riprodurre negli 
animali le stesse manifestazioni morbose caratteristiche. É bensì 
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vero che, variando le condizioni di vita, si può anche produrre 
una certa variazione nelle loro proprietà fisio-patogeniche, come 
hanno provato, ad esempio, il Toussaint, il Pasteur ed il 
Koch per il bacillo Carbonchioso; ma questo &tto dimostra sol- 
tanto che il potere patogenico di quei microbi può oscillare 
entro certi limiti, e che in questi, del pari che in tutti gli altri 
esseri viventi, cambiando le condizioni esterne dell'ambiente in 
cui vivono, si modificano pure le loro qualità morfologiche e 
funzionali, in modo da adattarsi alle nuove esigenze dell'ambiente. 
Quelle variazioni difetti sono soltanto di grado e non di qua- 
lità, e non sono mai cosi rilevanti da far si che quel microbo, 
che oggi si manifesta colle proprietà di un fermento o con 
quelle di un cromogeno, coltivato in condizioni diverse funzioni 
domani da elemento nosogenico. 

Un aHro fatto del resto dimostra pure che le proprietà 
morfologiche dei microrganismi non sono mutevoli e dipendenti 
dai diversi terreni nutritizi su cui si sviluppano, ma sono invece 
proprietà fisse, inerenti agli stessi, ereditabili e preesistenti. 
Questo fatto è stato osservato dal Koch, dal Gaffky e dal 
Lòffler nelle loro ricerche sull'attenuazione del virus carbon- 
chioso (1), ed è che il bacillo del carbonchio, una volta attenuato, 
non riacquista più la sua primitiva virulenza, neanche se colti- 
vato per anni in sostanze nutritive le più svariate, e neppure 
quando viene nuovamente inoculato negli animali. Anche fra gli 
altri microrganismi non patogeni abbiamo esempi molteplici in 
'appoggio del nostro asserto, poiché, ad esempio, quelli che sono 
i fattori del processo di putrefazione, per quanto si cangino le con- 
dizioni del loro sviluppo, non si vedono giammai produrre ima 
qualsiasi specie di fermentazione, ciascuna delle quali anzi deve 
la sua origine ad un particolare microfito. 



(1) KocR, Gaffky u. Lóffler, Experimentelle Studien ùber die kàn- 
stUche Abschwdchung der Milzhrandbacillen und Milibrandinfeciion durch 
Fùtterung^ Mittheilangen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, Bd. 11, 
p. 147. 
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Se adunque nello stato presenta della scienza non possìan» 
assolutamente designare col nome di specie, presa la parola nel 
significato che ha in istoria naturale, i singoli microparasstti, 
possiamo però afTermare in maniera positiva che questi manten- 
gono tenacemente, per lungo tempo e attraverso molte gene- 
razioni le loro proprietà specifiche, e che le differenze suaccen- 
nate, sia morfologiche che fisiolc^iche, autorizzano meglio a 
ritenerli quah specie distinte, piuttosto che stadii di vegeta- 
zione di un'unica specie. 

Anche recentemente il Fliigge (1) ha profondamente cri- 
ticato la teoria del Nageli e dello Zopf i quali, ammettendo 
che quella che il Cohn ritiene quale forma attuale costante 
d^li elementi microfltici non sia che uno stadio di sviluppo 
degli stessi combattono la classificazione proposta da questo au- 
tore, basata semplicemente sui caratteri morfologici. 

II Biilroth ha classificato i microbi in due grandi categorie, dei 
cocci e dei batteri, le quali deriverebbero dall'unico stipite dei coc- 
cobatteri: li ha poi distinti, secondo la grandezza, in micro-, tneso- 
e mega-cocci, e in micro-, meso- e mega-batteri, chiamando 
monococci i cocci isolati, diplococci quelli riuniti a due a due, 
e streptococci quelli uniti a catena. Igtiococci sarebbero queUi 
muniti di capsula mucosa, i petalococci o petalobatteri quelli 
muniti di una capsula membranosa. Ho voluto accennare alla 
classificazione del Billroth, perchè la vedo seguita da alcuni 
autori anche recentemente. 

Lo Zopf, basandosi appunto sulla teoria del polimorfismo, ha 
voluto dare anch'egli una classificazione speciale che non credo 
necessario di esporre; ed il Klebs ha fiitlo pure un tentativo 
dì classificazione razionale, basata sui caratteri biologici dei mi- 
crorganismi patogeni, che egli dislingue in microsportne e mo- 
nadine: anche questa però è finora troppo primitiva ed incom- 
pleta perchè possa avere un qualche valore. 



(1) Plùooe : DeuUcbe medicinitche Wncheoschrift. 18S4, N. : 
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U De-Bary si è fondato ugualmente sul modo di svilupparsi 
dei microbi per distinguerli, come avea già fatto in parte anche 
prima il Van Tieghem, in due gruppi: a) di quelle specie 
che hanno formazione di spore endogena, batteri endosporiacei^ 
b) delle specie senza sporificazione endogena, batteri artrospo- 
riacei. EgU stesso però confessa di non sapere se tale classifi- 
cazione sarà durevole o no, aggiungendo che la stessa è poco 
utile per la pratica. 

Concludendo , diremo che, pur ammettendo che quella del 
Gohn debba essere provvisoria, perchè unilaterale e basata sui 
soli caratteri di forma, tuttavia fino a che non saranno bene 
conosciute le proprietà biologiche di questi esseri, per fondarvi 
sopra una classificazione razionale e sistematica, accettiamo questa 
ultima come quella che è più semplice e più chiara delle altre, 
e più rispondente perciò ai bisogni dello studio e della descrizione 
dei microrganismi. 



a 







9^ %•« ^QB^^ ^ ^ 
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Fig. 1. 



Il Gohn distingue i suoi cosi detti « batteri » in sferobatteri, 
microbatter% desmobatteri e spiròbatteri. 

Gli sferobatteri sono costituiti da cellule sferiche od ovali, 
di 1 a 3 ^ di diametro, isolati, o riuniti a catena o per quattro ; 
si dividono in tre generi, miùrococco (Pig. 1 a), ascococco e 
sarcina (Fig. 1 e). 
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I nUcrdbatteri sono costituiti da bastoncini molto corti e 
comprendono un solo genere, quello semplicemente dei batteri 
(Pig. I d\ costituiti da cellule cilindriche, mobili, isolati, o riu- 
niti in gruppi di tre di quattro al più. 

I desmobatteri sono in forma di bastoncini, oppure di fila- 
menti diritti od ondulati, e comprendono il genere badilo (Fig. 1 e\ 
che è runico importante dal lato patogenico, il dostridium (fur 
siforme), il ìeptotrix ed il cladotrix (pseudobiforcazione). 

Finalmente gli spirobaiteri hanno pure forma di baston- 
cini, ma sono ricurvi a spirale; e qui se le spire sono corte e 
sottili, si chiamano spiroceti (Fig. 1 ^), se invece sono allungate 
e grosse si dicono spirUU (Fig. 1 g); finalmente taluni designano 
col nome di vibrioni (Fig. 1 f) quei basttmcinì che sono ondeg- 
gianti e ripi^ati. 

Una divisione netta, assoluta, Ara questi vani gruppi non 
esiste; ed anzi si deve specialmente rammentare che i bastondni 
talora sono veri individui cellulari, ed altre volte invece non 
sono che la riunione di più individui, ad esempio cocciformi, 
la cui divisione può talora apparire evidente, ma può anche in 
certi casi lasciare incerto l'osservatore. 

Un'altra divisione più generale dei microrganismi, a cui è 
necessario accennare prima di venire a discorrere delle pro- 
prietà di forma e di funzione d^li stessi, è quella basata sul 
modo loro speciale di vivere e sui rapporti che assumono col 
mondo estemo. La loro caratteristica principale biologica, se non 
di tutti almeno della maggior parte, è quella di essere sprov- 
visti di clorofilla, e di non essere in grado perciò di assimilare l'a- 
cido carbonico e di fabbricare di per sé il materiale necessario 
alla costruzicme della cellula. Si trovano adunque sempre ade- 
renti alle sostanze organiche preformate, ai composti idrocar- 
bonati ed azotati, i quali vengono scissi dai micr(»rganismi in 
▼ario modo, producendo d*(»rdinario processi di fermentazione o 
di patre&zi(Mie, oppure, se albergano nell'organismo animale 
vivente, altre modificazioni che sono in gran parte sccmosciute. 
Alcuni di questi microbi vivono e si riproducono a spese degli 
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organismi già morti, o nelle soluzioni di sostanze organiche, 
e si dicono saprò/Iti; altri invece albergano nell'organismo vi- 
vente, animale o vegetale, e si chiamano parassiti. Questi ultimi 
hanno però la proprietà di vivere e svilupparsi quali saprò- 
fttt anche fuori deirorganismo, e questo fatto rende possibile lo 
studio delle loro proprietà biologiche, facendoli sviluppare in 
appositi terreni di nutrizione. 

Rapporto dei microbi coii'organismo normale. 

I microparassiti che si sviluppano nell'interno dell'organismo 
animale danno luogo nel riprodursi ad alterazioni, or rapide, or 
lente, che si manifestano appunto sotto forma delle più pericolose 
malattie da infezione. Ne informi la tubercolosi, il carbonchio, il 
tifo, la risipola, la febbre ricorrente, il colèra, certe malattie 
cutanee e degli organi genitali, ecc. La loro importanza patoge- 
nica è varia : alcuni ledono appena il tessuto ove risiedono, altri 
invece producono alterazioni locali notevoli, ma non hanno la 
facoltà di diffondersi in tutto l'organismo; ed altri finalmente 
penetrano nel corpo, lo attraversano e possono produrre* affezioni 
multiple degli organi lontani (pioemia). 

Le alterazioni locali consistono per lo più nella decomposi- 
zione ed infiammazione dei tessuti; l'azione loro generale non 
si sa ancora bene in che consista, e solo in via di ipotesi mol- 
teplice si può ammettere col Nàgeli che i microrganismi agi- 
scano ora sottraendo all'organismo le sostanze nutritive, ora 
togliendo l'ossigeno ai corpuscoli sanguigni ed alterando lo scambio 
materiale, ed ora finalmente producendo sostanze velenose e fer- 
menti, che decompongono lo zucchero e gli altri composti organici 
flicilmente scindibili. 

Ma nel nostro corpo, anche normalmente, si trovano nu- 
meroci microrganismi, i quali penetrano per mezzo dell'aria 
e delle vivande nell'apparecchio respiratorio ed in quello digerente ; 
ed inflitti parassiti di tal genere innocui, finché almeno il loro mol- 
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tjplicarsi noD eccede c«ti lìmiU. chiamab apponlo * parassiti 
Dwinalì r, si trorano in gran copia nella mac(»a di tutto l'appa- 
recchio digerente e in quella degli w^ani sessuali, nella patina 
dentaria, sui peli, nel sadore. e snlla pelle, ore farooo recente- 
mente stadiali dal Bizzozero nelle loro preseti morfologi- 
che, e da me a riguardo delle proprietà biologiche principali. In 
breve si trovano microrganismi numerosi in tutte le parti del 
corpo che sono esposte all'aria, o che vengono in contatto di 
materiali introdotti dall'esterno. 

Teloni però, e cito fra ^ altri il Nigeli, il Nencki e il 
Giacosa, il Billroth ed il Ti egei, hanno detto dì avere osser- 
valo microparassiti normali anche nell'interno del nostro ofga- 
nisma in località prive di qualsiasi comonicazitMie col mondo 
estemo: co^ dicono di averne trovati nel sangue oormale, nella 
mils, nei moscoli. nel Tegato, nel pancreas, aà testicoli, nelle 
ghiandole salivari e persino nel cerveUo. 

Tale questione è per noi importantissima, poche, ae coeì 
fosse, nella ricerca della eziologia deUe malattie da infezione si 
resterebbe sempre nel dubbio di aveiv a che &re ohi un btto 
ncKioale, anche quando nell'interno del corpo si trovassero i più 
svariati microrganismi. Fortunatamente perì^ a mano a mano 
che i melodi d'osservazione sì fecero più pretti, e più rigorose 
furono le cautele usate nel prendere e nel conservare ì tessuti 
soletti all'esame, una taK> opJnìiHie ^ andata sempre più per- 
dendo terreno: e recentemente il Pasteur, il Bardon-San- 
dersoo, il Klebs e k> Zahn txw ricerche numerose ed esatte 
hanno escluso in maniera assoluta l'esistenza dei gwrmi nel sangue 
normale. 

II K in d fle isc h ed il Rie ss dapprima, eppoì anche il Koch, 
valendosi dell'aiuto delle sostante coloranti e dell'apparecchio dì 
illuminazione. rìcoooUtero anch» te sorgenti dell'errore degli o8- 
swTatorì precedenti, iq«kIi«T<»MtiiMM»MNnte acarabìato oon 
germi >li niicruHtì W granuUKHmi i<nlin%ni< >h>l .■angue o le pia- 
strine del Bitioiero. 

1>^ resto l\nnrv«ikHie wlaK«Mi>iik» a ti) yewra di ricerche 
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non è di per sé sola un criterio sufficiente, ed acquista valore 
soltanto se è confermata dai risultati delle coltivazioni fatte nei 
vari mezzi di nutrizione solidi, accuratamente sterilizzati. 

Recentissimamente il Dr. H a n s e n (1) ha eseguito al riguardo 
una serie di osservazioni accurate, esaminando in 49 animali i 
visceri freschi, tolti e preparati con le più rigorose cautele an- 
tisettiche. Gli organi da lui presi in esame sono stati il rene, 
la milza, il fegato, i testicoli, i muscoli, ed anche interi em- 
brioni. I pezzi di questi organi posti in tubi di vetro chiusi 
con ovatta, oppure in piccole scatole di cristallo previamente 
sterilizzate, furono tenuti per due o tre settimane alla tempe- 
ratura di 27-30** C, senza che in nessun caso si verificasse la 
putrefazione. Nel 72,2 % dei casi osservati non si sviluppò alcuna 
specie di microrganismi, e si verificò soltanto alla fine una alte- 
razione spontanea del tessuto, il quale prese un odore simile a 
quello dell'estratto di carne. Negli altri casi talora si sviluppa- 
rono i funghi delle muffe, tal altra saccaromiceti o schistomiceti 
diversi, dovuti ad impurità provenienti dall'esterno per non avere 
l'autore osservato scrupolosamente tutte le regole necessarie. 

Parimenti il Leube (2) non ha mai trovato nell'orina degli 
individui normali alcun germe di microrganismi. Cosicché parmi 
si possa concludere che, se dopo morte possono dall'apparecchio 
gastro-enterico penetrare nell'organismo varie specie di microbi 
che normalmente vi si contengono, durante la vita però tanto 
il rivestimento epidermoidale esterno, come quello epiteliale in- 
temo costituiscono, finché restano sani, una barriera all'ingresso 
di quelli nell'intemo degli oi'gani e dei tessuti. 



(1) Hansbn, Ueber das Yorkommen der Mikroorganismen in lehenden 
Qmeébe de$ normalen thierischen Organismus^ Gentraiblatt fùr die medi- 
^ipiiichen Wiasenschaften, N. 22, 1884. 

(S) LscBI, Zeitschrift fùr klinische Medicin, Bd. III. 
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A) Proprietà morfologiche. 



Forma e costituzione deirindìviduo celhilaró. 

La prima comparsa dì questi esseri microscopici nel mondo 
dei viventi non si sa ben precisare a quale epoca appartenga: 
osservazioni recenti hanno tuttavia dimostrato che è anteriore 
all'ultimo periodo geologico, e che già nel periodo del carbon 
fossile esistevano forse gli schistomiceti. Il Van Tieghem, 
esaminando sezioni sottili delle radici di conifere pietrificate, trovò 
qua e là nella corteccia e nel tessuto interstiziale dei fasci va- 
scolari alcuni ammassi di uno schistomiceto perfettamente simile 
al « Clostridium butyricum », essendo anche conservati i varii stadi 
di sviluppo sotto forma di bacilli, isolati o riuniti in filamenti, e 
di cellule fusiformi che contenevano le spore. 

Lo Zopf (1) ed il Mùller hanno poi osservato nell'incro- 
stamento dei denti delle mummie egiziane una forma di fungo si- 
mile all'odierno « Leptotrix buccalis » che noi tutti alberghiamo 
nella nostra bocca. 

L'individuo cellulare dei microrganismi, di varia forma 
come ho disopra esposto, ha una grandezza variabile da 1-10 ^ 
(per lo più 1 ^) e consta di due parti essenziali, la membrana 
e il contenuto cellulare plasmatico. In alcuni esistono pure or- 
gani particolari di movimento, specie di ciglia vibratili, i quali 
però non sono stati finora positivamente riconosciuti che in 
poche specie di microbi. 

La membrana è costituita talora da celliUosa, ed altre volte 
invece da una sostanza albuminoide studiata dal Nencki e da 
questi chiamata micoproteina, che costituisce pure il corpo pla- 
smatico della cellula. Questo fatto è stato osservato dal Nencki 
nei microbi della putrefazione. 



(1) ZopK, Opera citata. 
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Nel loro più alto grado di sviluppo questi esseri, oltre la 
membrana compatta, haimo attorno a questa una specie di ca- 
psula gelatinosa (Oallerthùlle); questo fatto ci spiega la tendenza 
che hanno appunto i varii individui cellulari a riunirsi sotto 
forma di ammassi, Còsidetti zooglee. 

n contenuto cellulare protoplasmatico è ialino, più refran- 
gente deir acqua, omogeneo nello stadio di piena vegetazione 
e contenente in alcune specie, come ad esempio nei « Glodotrix », 
granuli numerosi di zolfo; è senza nucleo ma spesso con vacuoli 
di cui si ignora finora il significato. Secondo le ricerche del 
Nencki sarebbe costituito da micoproteina, sostanza composta 
da 52,32 % G, 7,55 % H, 14,75 % Az, 25,38 % 0, la quale non 
contiene né zolfo né fosforo ed è fàcilmente solubile negli acidi 
e negli alcali. Da ricerche più recenti fatte dallo stesso autore 
sulla composizione dei bacilli carbonchiosi (1) risulterebbe che 
questi bacilli contengono micoproteina soltanto in piccola quan- 
tità, e sono invece per la maggior parte costituiti da un albumi- 
noide simile alla 'mucina, che egli chiama perciò nvtcomucfna^ 
solubile negli alcali solamente. In alcune poche specie il pro- 
toplasma contiene clorofilla, talora vi esiste pure una sostanza 
che si crede amiloide perchè si colora in bleu con lo jodio {Leptxh 
Irix huccoMs), per quanto però cotesta reazione non si abbia se 
non quando la reazione del mezzo sia acida. 

n contenuto plasmatico cellulare è inoltre in alcuni casi prov- 
visto di pigmento di vario colore. Il Nàgeli però crede che 
questo colore, che hanno alcuni microrganismi, sia dovuto a 
materie pigmentarie esistenti nella membrana e non nel corpo 
della cellula. Il pigmento talora à solubile nell*acqua e si difibnde 
nel substrato nutritivo; altre volte invece è insolubile e si li- 
mita al protoplasma ed alla sostanza intercellulare delle zooglee. 
Una particolarità degna di nota di questi microrganismi^ così 
detti cromogeni, si è che non producono il pigmento in tutti i 



(1) Nencri, Chemische Zusammensetzung der Milzhrandbacillen, Qazeta. 
lekarska, ^j^. 
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substrati siiì quali si svriluppano; cosi, ad es., il microfito del latte 
blou nella glicerina e nelle soluzioni gommose, ove del resto 
pnvsiHM'a bime^ non produce alcuna sostanza colorante. 

Oli Gitani di nìovnnenio di certi microbi sono costituiti 
da lilamenti sottilissimi ciliari che si manifeetano soltanto in de- 
torminato condizioni di vita, e sono ora terminali o polari, ed 
i^ra invoce latoi*ali. L* esistenza di tali organi fu scoperta dal- 
l' Khrouberg confermata quindi dalle osservazioni di Gohn, 
Warming» Koch, Brefeld, Prazmowsky, Zopf, ecc^ 
uollo «spiriUum volutans >« nello «spirillum undola», nel « Yibrìo 
rtVtUa ^« ili vari bacilli, nel « bacterium termo », nelle « monadi 
rc^ dolla putn^lhiùone » od anche nei cocci, e furono dimostrati 
si^rv^ìdi^ doiraiuto della coK>razione e della microfotografia. 
i\vàoch^ sì puiN supp^^m^ che questi c«^ni esistano in tutte le 
(bnm^ diM^ite dì movimenti pri>prìù e che soltanto sfuggano so- 
\ei\li AU\ìc^>i'v^ti\^ìe p^T le ragk^ìì esposte qui aitto : per quanto 
il tv Hirx ^l> sì (xsivrìma a questo riguardo dicendo che non è 
a^KN^ra a^wiiato che sk^uo veri vvganì dì movimeuUx non essendo 
a\h\H^ stati vxsluti in uK^lte sjuvi^^ ohe :ì^mv mobili. 

Il uuuH>i\> di qxuNsle CJ^ia varia ib i a ò e sosk> assai difficili 
a rK\MKv<>(>rs)^ s)y vMlnhx:)te ^.hh mìonìbì pìii minuti <à ;^r la loro 
;^^l^^4Kv$5ax \\wh^ |vl Kmv uvx inn^xt.^ r:iipiÀ> e pei jotere di ri- 
tV^i^oì^.jax che ^ ìy>r b |>4x\ u^r^^^v a ti^ìelk' irì ss^istrato liquido 
<^h^^ b alK-^v^ ^^"^^ ^ -^ Aiwxw 5^^ <;>f<i5^ ^las^'cù provengano 
%^ì xN^^v^ yii\NK>5NUs^a!ttAtK\^ e j^^xr*,:>.^ U r.'^NSi^iccuL eoe» accade 
V<vs^ V vx^w o^\VA ^i^\V aìuv \\<'^V \y^^>^ rjoèni;. ccfcn? sàeno 
ìì^v^v >;;^''aì'^'^'^,ì\v ,WCì* >w>^w,>cfcìM^ :!<>k^^ vxxc» rtóroe il Va n 
Vxir^iie^ ^X^A^ ìv>hNi^ wNii'W <w«^ cv^ st :fiSfc il 5*?«r£te 

-*: .«A*i^,x>;jj;'v o>v :. >>.v,v*:t V: >iv>\\ ;\. *:>5st,ri' <';?;'':sui .vù:r*- 
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zione si trattano i preparati con una soluzione di acido cromico 
a 0,5 %, oppure colla soluzione di Miiller, e si conservano quindi 
nella glicerina o nel balsamo. Se non si colorano si possono di- 
mostrare col mezzo della fotografia, anche se sono incolori e in- 
visibili pel nostro occhio; giacché la lastra fotografica è più sen- 
sibile per la imagine microscopica che non la nostra retina. 
Con tutto ciò basta in alcuni casi il semplice disseccamento, o 
il fissamento coi reagenti chimici, a distruggere questi organi 
delicatissimi, la ricerca dei quali riesce allora assai difficile. 

Oltre il movimento prodotto dagli organi ciliari, i micror- 
ganismi posseggono un'altra specie di movimento oscillatorio 
indipendente dall'esistenza di organi appositi. Tutte e due le sorta 
di movimento son legate a speciali condizioni del substrato ma- 
teriale che li nutrisce, rappresentate principalmente dalla tem- 
peratura e dalla presenza dell'ossigeno. 

La forma di questo movimento è assai varia; talvolta consiste 
in una rotazione intorno all'asse longitudinale, talaltra invece in 
un alternativo piegarsi e distendersi dell'individuo cellulare. Al- 
cune forme di microrganismi, come, ad es., i "tnicrococci , sono 
apparentemente sprovvisti di movimenti propri; altre forme in- 
vece, bacilli, batteri e spiroceti, ora appaiono in quiete ed ora 
in movimento vivace secondo le condizioni suesposte. 

Se si osservano al microscopio questi piccoli individui cel- 
lulari sospesi in un liquido, si vedono continuamente in preda 
ad un vivace movimento danzante (movimento molecolare di 
Brown), che è dovuto all'energia molecolare e che si può fa- 
cilmente scambiare coi movimenti propri dei microbi. Talora 
riesce assai difficile distinguere l'una dall'altra queste due specie 
di movimenti, ed il criterio più sicuro si ha col variare quelle 
condizioni esterne, le quali diminuiscono o sopprimono i mo- 
vimenti autonomi senza avere un'influenza spiccata sul movi- 
mento browniano. 

I microrganismi o sono liberi, oppure si trovano riuniti sotto 
forma di colonia. Quando un individuo cellulare si moltiplica 
per scissione, la cellula figlia per lo più non si distacca totalmente, 

2 
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lEa ivssta aUaocata alla ma'ire p«r mezzo dell' ìutoìhct:* gelati- 
SfisM oitaccb^ ?i focTEAii) a r-x»:- a p>!o zrosà accuiLiili «li cel- 
Me^ tenete iz-aeo? «ia utjì ^iistanza o^li^ide, e ostitiàscoai^ am- 
mass zittir, ti oaietti Z'-^:>gl^ Fi?. 1 ^L k qoali si ccsservax» 
più di fpìipente nei cocci e nei batteri ma si fossxio aiìdie in- 
OjDtrar»^: m bacilli e nedi ^-irocetì. 

E al'h^^taiiza iiiter«?sìante questa lor.'» j:-roj:«r£età. perchè la 
f-rcra iella z.>Didea è varia assai e caratteristica per ciascana 
«^•rcie: serre però*:) erme un criterii^ per ric?&->5cere la pu- 
rezza della cnltura e la specie dei oicror^anisEii che si vuol 
cctóTare. Ve ne 5»xio in t-rma «li sfera, «ii u.^vol di nix «iì nastro, 
^ zrappolo. «ii arbusti e cl>ìì via. «Jn«ecii aniEiassi «ìi microrga- 
ni<cii aen.'ifii che si ra«>>k?x» sulla superdc.e dei li^x^iidi di 
n^itrizi'Xie, o.Ttótuend^vi una p«rllìcoìa di «lìff-r^nte aspetto e den- 
sità, it-c: desijiiati col i:«?cie speciale di i/?ò>Je>-»#ki. 



n moltiplicarsi dei mìcroramisr.à succede nella ma^^gìor 
porte ^\^\ casL ma non esciusivamente, per secipìice A'is^ffry/kr, e 
da ci> appunto deriva il s»me di SpaìtpiLre che han dato a 
^este sc-ecie 'ii micr.*i i te-Jeschi. 

*Juesta scissfrxie nelle cellule sferiche uxvcìì avviene indif- 
ferentemente in qualsiasi •iirezioDfe: cosL a mo* d* esempio^ nelle 
ferme di ■^cn.'òiti si ixs$erva una ovcLtemp^ranea «iìvìsione in 
quattro iireziaiu. e ne risulta quella tortua caratteristica che ha 
fitto 'Jar^ appunto il nome alla specie. Nei bacilli invece la scissione 
si tk soltanto nel diametn.^ trasversale, cvxàcch^. quand^.> i sùotcoii 
individui ri2aLcu?x:o uniti ihi di k^o,v cv^stituiscv^no diauienti più 
o meco rjLn-rhi cv^d^tà di .V:\'. r*^r. 

£A,^u ,Au^ ju .A .A ... > V . A . • . ^ . • '.v -s, *.*■.<. r^ * r 
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temo della cellula stessa. La formazione di spore è stata finora 
sicuramente osservata nei bacilli soltanto; per quanto taluni di- 
cano di averla trovata anche in qualche specie di vibrioni e di 
batteri, e lo Zopf asserisca che financo nei cocci si può talora 
osservare lo stesso fenomeno. Le condizioni necessarie a che si 
producano spore non sono ancora ben determinate: si può dire 
tuttavia che, !• una certa composizione del substrato nutritivo, 
2® l'esaurimento dei materiali di nutrizione e 3" un certo grado di 
temperatura son necessari per avere lo stadio di fruttificazione 
di questi esseri. 

L'influenza della temperatura sulla sporificazione è la più 
notevole di tutte. Il Koch ha trovato che pel bacillo carbon- 
chioso è necessaria, perchè si formino spore, una temperatura di 
16** G. almeno, e che inoltre il tempo necessario alla formazione 
di queste si fa tanto più breve, quanto più si eleva il grado di 
temperatura, ben inteso fino ad un certo limite che non sia no- 
civo alla vita di quei bacilli. 

Nella maggior parte dei casi prima della comparsa delle 
spore i bacilli si allungano in filamenti, i quali si intrecciano 
fra di loro; poi comincia una segmentazione dei filamenti stessi, 
e nel loro intemo compaiono piccoli corpicciuoli rotondeggianti 
e fortemente rifrangenti la luce, i quali si allineano come una 
filza di perle entro i bacilli; questi poi a poco a poco si sciol- 
gono, e le spore allora diventano libere. 

Ma non sempre la cosa è cosi; in altri casi i bacilli non cre- 
scono in lunghi filamenti, ma invece si ingrossano, diventano fu- 
siformi, oppure ellissoidi e claviformi, il loro contenuto si intorbida 
e compare la spora. Questo sarebbe il processo di sporificazione 
che si verifica ad es., nel « Glostridium butyricum » secondo il 
Prazmowsky. 

In alcune osservazioni fatte sul modo di crescere e di svi- 
lupparsi di quel microparassita normale dell'epidermide, descritto 
dal Bizz ozerò col nome di «Leptotrix epidermidis », lo scrivente 
ha potuto osservare che la formazione di spore avviene in una 
terza maniera, che si può dir quasi la combinazione delle due 
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precedenti: i filamenti, cioè, si «iividoni> prima in bastoncini di 
yaria lua^hezza, i quali si iniiPDSiano e si fanno par.ciuti assumendo 
nna f^rma di fuso, nell'interno del «juale si pn>luce la spora. 

Le fpot^ Lsijlate hanno forma sferica o per lo più ovale, e ri 
si distingue una membrana ed un contenuto fortemente rifran- 
gente la luce, tanto da offrire T aspetto di g«x!cioline di grasso. 
Non si ojlorano o>jli onlinari metiDdi tii col^razion*.», almeno finché 
sono in Tila: recentemente però il Buchner è riuscito a colo- 
rarle, esponendole prima per un'ora circa ad una temperatura 
di 150* C. 

Le spore, se poste in condizioni fevorevoli di nutrizione e di 
temperatura, possono germ^xrliare e ripr*>luiTe la forma di ba- 
stoncino. Per lo più ciò non avviene se non d>p«) un lungo stadio 
di rip«>s*j, ed in generale in un substrato materiale diverso da 
quello ove le spore stesse si sono fonuate. Però circa alla germi- 
nazione delle spore ed alle c»>ndizionì della stessa non si posseg- 
gono ancora osservazioni sutlìcìenti: si può dire tuttavia che 
condizioni indispensabili sono una certa quantità di contenuto di 
acqua ed un grado di temperatura oscillante entro limiti non 
molto estesi. Quanto all'ossigeno, la sua presenza è necessaria per 
la germinazione della maggior parte delle spore, mentre è in- 
vece d'ostacolo allo schiudersi di alcune, ad esempio di quelle del 
«bacillus butvricus ». 

L atto del germ«>gliamento delle spore è stato descritto dal 
Koch come un semplice allungarsi in bastoncino: mentre se- 
condo il Prazmowsky ed il Brefeld si formerebbe o ai poli 
o all'equatore della spora una specie di fìttone, ed in questo 
punto rompendosi la membrana, veirebbe fuori il contenuto prò- 
toplasmatico, che si allunga a grado a grado tino a diventare un 
bacillo. 

Ijt^ spore hanno un granale interes-^ sciontitìco perché sta- 
biliscono in modo sicun) la posiziono di questi oss<»ri nel mondo 
vegetale, ma ne hann«> anche uno niair-ri^iv «lai punto di vista 
deirÌLTiem'; ìriacch»'» uK-ntiv la i'<»rina «li v./|ro;a/i<»n»' in e» rto con- 
dizioni facilmente si rstinj:uo . le <P'Mv invece iK>sse«'.»»niì un 
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notevolissimo potere di resistenza contro gli agenti fisici e chi-, 
mici, coi quali noi cerchiamo di combattere questi nostri nemici, 
e rappresentano la forma durevole, destinata ad assicurare la 
vita della specie, che sarebbe altrimenti di continuo minacciata 
dalle influenze esterne nocive. 

Le spore infatti sono dotate di una vitalità assai superiore 
a quella della forma vegetativa degli stessi microrganismi, e 
resistono all'azione dell'acqua, dell'alcool e di altri reagenti chi- 
mici ; resistono al disseccamento, a sbilanci di temperatura per- 
fino di 200^ G. (— 100° a + 100°) , all'azione dell' ossigeno com- 
presso ecc. ecc. 

Le spore a secco possono sopportare senza morire anche 
un calore dj 130° G. e più; si ritiene però in generale che, te- 
nuto a 150 — 160° G. per un'ora, qualunque genere di spore 
venga ucciso. Resistono invece assai meno al calore umido, ed 
il Pasteur ha trovato che resistono di più se si trovano in 
soluzioni alcaline. Si può in qualche caso utilizzare la proprietà 
che hanno le diverse specie di spore di offrire un diverso po- 
tere di resistenza all'azione del calore, per ottenere allo stato 
di purezza qualche forma di microbi. 



B) Proprietà fisio-patogeniche. 



Nutrizione. 

Per quanto finora incompletamente conosciute, le proprietà 
fisiologiche dei microrganismi rappresentano una delle parti più 
importanti dello studio della eziologia delle malattie da infezione, 
poiché sono queste che ci devono guidare nella scelta dei mezzi 
preventivi destinati a distruggere il potere nosogenico dei pa- 
rassiti. La nutrizione di questi esseri si fa, come ho detto, a spese 
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delle sostanze organiche già composte, sieno queste idrocarbonate, 
oppure azotate od albuminoidi, a condizione però che le stesse 
sieno solubili nell'acqua e si trovino in soluzione non troppo con- 
centrata. Sono necessarie inoltre alla loro nutrizione anche le so- 
stanze minerali, e specialmente lo zolfo, il fosforo, il potassio (o 
rubidio o cesio) e il calcio (o magnesio o bario). L'acido carbonico 
viene loro fornito dagli idrati di carbonio solubili nell'acqua : di 
questi più specialmente appropriati sono, secondo il Nagel i, le 
varie specie di zucchero, la mannite e la glicerina ; vengono in 
seconda linea i diversi composti degli acidi grassi e le combina- 
zioni alcaline dell'acido tartrico, citrico, malico, lattico, ace- 
tico ecc. 

L'azoto libero non viene assimilato dai microrganismi, ma 
questi lo prendono dalle sostanze albuminoidi, e specialmente da 
quelle appartenenti al gruppo delle amine e delle amidi (aceta- 
mide, propilamina, metilamina, asparagina, leucina), e dai sali di 
ammonio. Gli albuminati devono essere in forma diffusibile, e ven- 
gono perciò cangiati anzitutto in peptone per opera di un fermento 
prodotto dagli stessi microbi. L'azione loro peptonizzante è assai 
energica quando le soluzioni sono neutre od alcaline. Le so- 
stanze azotate più adatte alla nutrizione dei microbi sono, in 
iscala decrescente, l'albumina (peptone) e zucchero, la leucina 
e zucchero, il tartaro d'ammonio e zucchero, l'albumina (pe- 
ptone) sola, la leucina, il tartrato d'ammonio e Tasparagina. Lo 
zolfo è, secondo Nàgeli, indispensabile per la nutrizione di tali 
esseri, e viene loro fornito dai varii sali dell'acido solforico e sol- 
foroso. Le altre sostanze minerali sono tolte dai relativi composti 
salini. 

Queste cose che riguardano il materiale di nutrizione dei 
microparassiti sono necessarie a sapersi, per ottenere lo svi- 
luppo di questi al di fuori dell'organismo in substrati organici ap- 
propriati. Non devesi però dimenticare che ciascuno ha una spe- 
ciale predilezione per certi materiali nutritivi anziché per altri; 
o a meglio dire, non tutte le sostanze di sopra nominate sono 
acconcie egualmente per lo sviluppo di tutti e singoli i microrga- 
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nismi patogeni; sicché quando voglia imprendersi uno studio 
nuovo, bisogna avere l'avvertenza di provare contemporanea- 
mente parecchie e svariate miscele nutritive. 

Quindi non può darsi alcuna regola generale sui rapporti quan- 
titativi di ciascuna sostanza nutriente che sono più favorevoli allo 
sviluppo dei microbi, variando assai per ciascuna specie degli stessi. 
In generale però il contenuto di acqua dev'essere grande, e poca 
invece la concentrazione del mezzo nutritivo. I limiti entro cui 
può oscillare il contenuto di acqua non sono bene precisati, ma 
devono essere abbastanza ampli, dal momento che i microbi ve- 
getano bene tanto in soluzioni piuttosto concentrate (15-20 ®/o 
di sostanza solida), come in quelle che non contengono che 
traccio di materiali disciolti. Quando però il contenuto d'acqua 
si abbassa al disotto di un certo limite, lo sviluppo dei micror- 
ganismi si arresta ; su questo fatto è basata l'azione conserva- 
trice delle sostanze organiche, operata dai composti salini avidi 
di acqua. 

Nell'acqua che sia priva di qualunque sostanza disciolta i 
microbi muoiono presto: le spore invece si mantengono molto 
più a lungo. L'essiccamento li uccide egualmente in un lasso di 
tempo che varia per ogni singola specie. 

Quanto all'ossiGENO, questo gaz ha rapporti affatto diversi 
colle varie specie di microbi. È nota ormai la divisione che ne 
ha fatto il Pasteur di aerobi od neroflti, ed anaerobi od 
anaerofiiiy basandosi appunto sul modo di comportarsi verso l'os- 
sigeno: in seguito anche osservazioni recenti hanno confer- 
mato- che per lo sviluppo di alcune specie è assolutamente neces- 
saria la presenza dell'ossigeno libero (aerobi), mentre altre non 
possono sviluppare in presenza dello stesso gaz (anaerobi). 

Un'osservazione più dettagliata ha però dimostrato che 
una divisione assoluta nel senso del Pasteur non può ammet- 
tersi, e che piuttosto si possono sotto questo rapporto distinguere 
tre gruppi di microrganismi. Il primo è di quelli che si svilup- 
pano soltanto in miscele fermentanti e con esclusione assoluta 
di 0. La vera fermentazione ha luogo soltanto se non vi è la pre- 
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j^nza dì iiuol irai . ed in miscugli fermentati i micror-janismi 
spooilìci si mi>lti|iliraiio beniiisìiuo. mentre invece la pi'esenza del- 
l'O ne anv^ita lo sviluppi» e (a cessare la l'ermentazione. Questi 
sai\>l>K>i\* i veri iiit<i<v\i')i\es. il «hacìUus hutyricus>t. per quanto 
pi>r\i [v«s«i auimettersi che si tn.«-eranno forse anche per questi al- 
cuni miv.'i >iì nwlrizii>ne clii> non fermentano, e che ne permettono 
tuttavia Io ^iviiuppii in prvseiua deU\»ssÌjeno. In sev'ondo gruppo 
è ciwtit;:i;o da ipitUi che crt^vno làcihi.ente in substrati non fer- 
liier-tescibili, ma ohe Stolto certe condizioni, e ;<? si trovano con 
s.w;ar^-e catiaci dì fenaontan?, pri.»ducono la fermentarì.>ne. Questi 
alìora r.el trìiuo cask* stir.o !(t""-'i', u<ssia hanno bis-^ino assoluto 
di i'«sciij:er,i> l'-i-en», e nel f*'c».>v.iio invece t^rs^iEo crescere e pr.>- 
di:rrv la iiT:v.ir,tarioi;e tanto in j'rtseii::a dvll'O,. come quando 
questo ::,'r. \ • è. II ter/o ^^l:ilJv :::-.al:r.vr.to ci.i:'.:prtr.derehbt- quelli 
che :;.':; #.".: ca;\ì».'i vii i:\>.ìv.rT\ alcv.:ui fermeatoTi :-n^. e che sono 
jx-iv;.' .\-'.t' S4;:;s;:i, S duVvi.' p^w #»' es;*:a rva;'~'.-n;e ur. tal 
»:r;;:jv, .' se ;ìu*.\vì:o ;:,'v, *i o>;iiaa::,' ar.iVr.i ir- j^^wvs^ fermen- 



AxìMf dei ■'crarjwùsai sai nezzi dì i 



Si sMi.i.jvtv.' ixr-,^ ".: s.;.\ . 5;^:;, s.\v;;.v U '..ji^ri .:vII\^!Sferv 
\ :-.;■•;:. ;- stv-v.-,' ",i -j-o-v-'*' --^ ■■■•"■ s-..>*;rA;.' -.-.rjiu rjiL-:-. v-, n'ha di 
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fvr &« i 



— 25 — 

darci la chiave per ispiegare l'essenza delle malattie da infezione, 
qualora fosse però sufficientemente conosciuto. 

Nella putrefazione avviene la decomposizione dei materiali 
albuminoidi, e si producono sostanze che agiscono in modo de- 
leterio sull'organismo animale. Lo Schmiedeberg ed il Berg- 
mann sono riusciti ad isolare dai liquidi putrefatti un corpo spe- 
ciale velenoso, simile agli alcaloidi, che designarono col nome 
di sepsina. Il Selmi ha pure studiato i prodotti della putrefa- 
zione, raggruppandoli sotto la denominazione di alcaloidi ccuior 
wici o ptomaine. In seguito anche lo Ziilzer ed il Son- 
nenschein ottennero isolato un altro corpo alcaloidiforme, 
simile all'atropina; ma con tutto ciò regna anche adesso una 
grande oscurità sulla genesi di questi veleni. Più recentemente 
ancora il Brieger (1) ha isolato dalle carni in putrefazione due 
altre sostanze aventi proprietà venefiche, simili agli alcaloidi e 
prodotte dallo sviluppo dei microbi specifici di quel processo. 

Ma fra i prodotti più importanti dello scambio materiale di 
certi microrganismi vanno annoverate alcune sostanze dotate di un 
potere speciale, i cosidetti fermenti chimici solubili. Io non posso 
entrare in dettagli a questo riguardo, ma debbo soltanto accennare 
al fatto che taluni microrganismi producono nel loro scambio 
materiale sostanze chimiche speciali, che si possono isolare dagli 
individui cellulari e che agiscono da fermenti (enzimi) su alcune 
sostanze organiche ; mentre i processi di vera fermentazione sono 
dovuti ai fenomeni di nutrizione dei microrganismi specifici, e 
non hanno nulla a che fare coli' azione dei cosidetti fermenti 
chimici. 

Lo studio di queste sostanze speciali prodotte dallo svi- 
luppo dei microparassiti è ancora tutto da farsi, e riuscirà 
senza dubbio fecondo di risultati interessanti per la conoscenza 
del modo d'agire degli stessi nel produrre i fenomeni morbosi. 



(1) Brieger, Ueber giftige Producte der Fdulnissbacterien^ Berliner kli- 
nische Wochenschrift, N. 14. 1884. 
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Sr ìlìa":^ ita <«*•£ fc*»r ìì iii3r:c: ;ir':«i:>or imi': tat^, Tfrianone 
s'tr- r--»j^r":>'a ii e5SLÌ4K> i:ir3rjr*:»r fìrìz»:©:. c;:ci»è è il caso 
CrzL zii:r:»^:oc.; loeczjicìcML -eii iiari ii.TrOr. cicje- sr-c» ì pi-> 

:r:irL3:c*r òri jriìw j^esfiO- ^i^:- s òrT-t c:<i itzni pft:tebtlità 

5as:c:a wr&rr»r iirf^e ir: ii^ecfc- iL ììt;.: cii«r z.-rì ppxesa di 
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laltie da infezione e si sogliono distinguere in due sottogruppi; 
il primo è di quelle in cui l'infezione penetra nelForganismo da 
una ferita, ossia da una lesione qualunque della superficie cor- 
porea (Wundinfectionskrankheiten dei tedeschi ) , e l'altro in- 
vece di quelle in cui l'infezione si sviluppa senza il concorso 
di alcuna lesione esterna, almeno apparente. Questa divisione è 
però artificiale, giacché non esiste un confine netto fra le due 
specie di malattie, ed anzi generalmente si ammette che anche 
in quelle della seconda categoria l'agente infettante entri per 
qualche piccola soluzione di continuo, sia delle mucose, sia 
dell'involucro cutaneo esterno. Pare inoltre accertato che al- 
cuni dei microparassiti trovano già un terreno appropriato al loro 
sviluppo nell'organismo sano, ove possono crescere e riprodursi, 
e che altri invece non possono attaccare un organismo che sia 
completamente normale, ma trovano piuttosto il momento favo- 
revole al loro sviluppo, soltanto quando le proprietà fisico-chi- 
miche dei tessuti si alterano in una maniera qualsiasi. 

Nelle malattie del 1° gruppo, in cui l'agente infettante penetra 
nell'organismo da una lesione di continuo, l'imagine clinica e ana- 
tomo-patologica è diversa secondo che il microparassita si diffonde 
soltanto nel tessuto circumambiente e nei vasi linfatici, oppure 
penetra invece nel torrente circolatorio sanguigno e va ad in- 
vadere territori lontani e molteplici. Si distingue, adunque una 
azione locale ed un'azione generale dei microrganismi patogeni. 
Quanto alla prima, allorché uno di questi esseri si insedia in un 
tessuto e vi si moltiplica, penetra negli inlerstizii fra cellula e 
cellula ed anche nell'interno della cellula stessa, la quale a poco 
a poco perde la sua vitalità e muore. In conseguenza adunque 
dello sviluppo locale dei itiicroparassiti si ha in generale la de- 
generazione dei tessuti e la necrosi consecutiva; da questa si 
ha poi l'irritazione dei tessuti circumambienti e la reazione in- 
fiammatoria essudativa e spesso emorragica. Non di rado questo 
processo reattivo è salutare, perchè si forma dattorno imo strato 
denso di connettivo che impedisce l'ulteriore diffondersi dei pa- 
rassiti: spesso però questi penetrano a poco a poco nelle vie 
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linfatiche, od anco nelle sanguigne, ed emigrano in organi lon- 
tani a riprodurre, là dove si fermano e dove trovano le condi- 
zioni favorevoli al loro sviluppo, gli effetti di distruzione ora 
descritti. 

Per dare alcuni esempi di queste varie specie di malattie 
da infezione, voglio accennare anzitutto alla «necrosi progressiva > 
dei tessuti osservata dal Koch nei topi bianchi. In questa il mi- 
crorganismo patogeno si diffonde lentamente dal punto dell'in- 
nesto ai tessuti vicini, producendo la necrosi e sviluppandosi 
progressivamente a spese del tessuto necrotizzato. Allora o lac- 
crescimento del parassita si generalizza e produce la morte del- 
l'animale, oppure i tessuti vicini reagiscono fortemente, s'infiam- 
mano ed oppongono cosi una barriera all'ulteriore invasione 
del parassita. 

Diversamente invece si compie lo sviluppo del « bacillo del- 
l'edema maligno » nei tessuti. Quest'ultimo è uno squisito anae- 
robio, e quindi non può svilupparsi nel sangue e diffondersi 
con questo, e neppure si sviluppa da piccoli innesti o da lesioni 
esterne poco estese, ma si riproduce soltanto quando esiste in 
gran copia in un tessuto già mortificato, e quando la ferita non 
è più in contatto dell'aria. 

Il «micrococco della risipola» si diffonde per la via dei lin- 
fatici, e produce perciò soltanto un'affezione locale limitata che 
si diffonde nella pelle a poco a poco. Altri microrganismi, come 
sono quelli della pioemia e della setticemia, penetrano facilmente 
nel sangue ed invadono tutto l'organismo; si sviluppano nel 
sangue circolante e specialmente nei piccoli vasi, i quali pos- 
sono venire da quelli perfino otturati. Il movimento del sangue 
sembra però che sia una condizione poco favorevole allo svi- 
luppo dei microparassiti ; ed infatti fino a che l'organismo è vi- 
vente, questi si trovano in generale nel sangue degli animali, 
colpiti da quelle malattie, in numero scarso, mentre poi si svilup- 
pano rapidamente appena cessa il movimento e la vita. Questo 
fatto è da tenersi bene a memoria nel fare gli esperimenti di in- 
nesto dei materiali infettanti negli animali, per ricordarsi che 
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non si può mai giudicare del numero e della diffusione dei mi- 
crobi nelle vie circolatorie e da queste nei tessuti, quando la ne- 
croscopia non sia stata eseguita appena dopo la morte. 

Alcuni microparassiti penetrati nel sangue tendono special- 
mente ad otturare i più piccoli capillari, producendo la necrosi 
dei tessuti ambienti e quindi ascessi molteplici (pioemia). Esempi 
bellissimi di questo modo di diflFondersi e di agire dei micror- 
ganismi, nella pioemia e nella setticemia, si hanno nel bacillo 
della setticemia dei topi e nel batterio della setticemia dei co- 
nigli, nelle quali malattie il Koch ha dimostrato che in tutti i 
distretti capillari avvengono alterazioni per opera di tali pa- 
rassiti. 

Anche nelle malattie del secondo gruppo l'infezione ha 
luogo per lo più nella stessa maniera. In alcuni casi è una pic- 
cola lesione della mucosa che serve di porta d'ingresso, mentre 
altre volte, specialmente in quelle malattie che si diflFondono con 
rapidità, l'agente morbigeno penetra per le vie naturali dell'orga- 
nismo senz'alcuna lesione apparente. Tale questione ò però quasi 
impossibile a decidersi, poiché nella mucosa delle vie respiratorie, 
e specialmente in quella della bocca e delle fauci, si formano 
facilmente piccole lesioni o perdite d'epitelio, che passano inos- 
servate, e che possono benissimo costituire una porta d'ingresso 
per l'invasione dei microbi. Nella mucosa degli organi digerenti 
si ha poi un rivestimento epiteliale capace di assorbimento, e 
quivi perciò si avrebbero anche normalmente condizioni assai 
Éavorevoli al prodursi di un'infezione, qualora non vi fosse l'a- 
zione protettrice dei succhi digerenti e dei processi stessi 
di digestione. Difatti le varie specie di microbi patogeni finora 
conosciute sono assai sensibili verso gli acidi, e l'acidità del succo 
gastrico e degli ingesti serve ad impedire il loro sviluppo. Sfor- 
tunatamente però l'azione protettrice dei succhi digerenti non è 
completa, ossia non si estende alle spore, giacché il Koch fa- 
cendo ingerire agli animali le spore del bacillo carbonchioso ha 
visto prodursi l'infezione, mentre * questa non si produce se si 
fa ingerire agli stessi il virus sotto forma di semplice bacillo. 
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Kiaalmonte anche la mucosa degli organi genito-urinari può 
s%>r\ iiv i!i strada all'entrata dei microparassiti, specialmente col 
luo/A* kM piccole lesioni di continuità. 

lu (jualunque modo penetrino questi esseri nell'organismo 
auinmlo, ptu'chè poi si moltiplichino e ne origini una malattia 
ila iuft^/iono, sono necessarie due condizioni generali: la prima 
Cv oho i microrganismi abbiano speciali proprietà vitali che li 
ftuvlano attecchire nel corpo vivente; e la seconda che esista 
iu (lueMto una predisposizione, sia generale, sia locale dei tes- 
suti 1 «luali rappresentano la porta d'ingresso pel virus infet- 
tautt». Ma intanto quali sieno le particolarità che deve aver un 
julon)lM) per essere patogeno, ossia per produrre l'infezione, noi 
luuì lo sappiamo, come non sappiamo egualmente quale sia il 
HWo modo (li agire nel produrre i fenomeni della malattia. 

Ho già accennato più sopra alle ipotesi molteplici che si sono 
oiiHwso prT trovare una interpretazione a questi fatti, i quali non 
jMWHono nel più dei casi venire spiegati coi semplici effetti mec- 
vnuìcì dell'invasione dei microparassiti nell'interno degli organi 
d(il tessuti. Il numero e la diffusione degli stessi nell'organismo 
non sembra anzi che abbia alcun rapporto coll'intensità dei fe- 
nomcini morbosi, come si vede, ad es., nei casi di pustola maligna 
iH'II'uomo, in cui si ha una tumefazione isolata senza che succeda 
dilUisione di sorta al resto dell'organismo. In tali casi, per ispie- 
gnro la gravità dei sintomi morbosi generali, si è costretti a ri- 
correre all'esistenza di sostanze velenose prodotte dallo sviluppo 
dc»i parassiti. In questo campo però le osservazioni sono ancora 
troppo scarse, per potere stabilire alcunché di positivo. Sarebbe 
invero interessantissimo di estendere queste ricerche sui prodotti 
dello scambio materiale dei varii microrganismi patogeni, per 
poterne comprendere in qualche modo il meccanismo d'azione. 
11 Brieger ha studiato le decomposizioni che avvengono nei 
mezzi di nutrizione per lo sviluppo dei pneumococchi, ed ha 
trovato che, coltivandoli nella soluzione di zucchero, si svolge 
acido carbonico e si forma una certa quantità di acido acetico. 

Come ci è sconosciuto il modo d'agire, cosi ho detto che noi 



— 81 — 

non sappiamo neppure per quali proprietà possano i microparas- 
siti moltiplicarsi nel corpo vivente, mentre lo altre moltissime 
forme di microbi che ne rivestono la superficie, e quelle che 
noi introduciamo continuamente coli' aria e cogli alimenti, non 
sono capaci di moltiplicarsi finché l'organismo è vivo, ma cre- 
scono invece benissimo sul corpo privo di vita. 

Anche perciò si sono immaginate un mondo d'ipotesi, qual 
più qual meno razionale, che qui non è il luogo di riferire. Voglio 
accennare soltanto ad un'idea recentemente sostenuta dal Met- 
schnikoff, idea che è molto seducente, ed anche fondata su 
qualche fatto d'osservazione positiva. Il Metschnikoff (1), studiando 
una malattia parassitaria delle « dafnie > (pulci d'acqua), ha osser- 
vato che le spore del fungo patogenico, a mano a mano che 
entravano nella cavità addominale della dafnia, venivano divorate 
dalle cellule amiboidi incolori del sangue, ed in queste morivano 
disfacendosi in granuli. Se veniva inghiottita una piccola quantità 
di quelle spore, tale cioè da poter essere tutte assorbite dai cor- 
puscoli sanguigni, la malattia non si sviluppava; se invece ciò 
non era possibile, o pel numero grande di spore introdotte o per 
altre condizioni speciali, tutto il corpo era invaso dai parassiti 
e l'animale moriva. In questo caso, come si vede, si avrebbe una 
vera lotta per l'esistenza fra le cellule amiboidi ed i microbi, e 
le prime si comporterebbero come cellule divoratrici, come veri 
fagociti. 

Egli ha fatto pure osservazioni importanti sul virus carbon- 
chioso, ed ha visto che i bacilli innestati sotto la cute della rana, 
la quale, come è noto, nelle condizioni di vita ordinarie si mostra 



(1) Metschnikoff, Ueber eine Sprosspilzhranklmt der Daphnien. Bei' 
trag zur Lehre ùber den Kampf der Phagocyten^ Virchow's Archiv, 
Bd. 96, Heft. 2, p. 177 ff. 

Lo stesso, Ueber die Beziehung der Phagocyten zu Milzbrandbacillen^ 
Virchow's Archiv, Bd. 97, Heft 3, p. 502 ff. 

Lo stesso, Ueber die pathologische Bedeutung der intracellular Yer^ 
dauungj Fortschritte der Medicin, N. 17, 1884. 
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refrattaria a questa malattia, dopo qualche giorno si vedono tutti 
incorporati nei leucociti, ed han perduto in pari tempo la loro 
virulenza. Nelle rane innestate collo stesso materiale, ma col 
metodo di Gibier, che consiste nel tenere l'animale riscaldato 
a 37-38* C, e fatte ammalare cosi di carbonchio, i bacilli non 
si trovano più rinchiusi nei leucociti, ma si trovano bensì nel 
sangue circolante e nei tessuti. 

Malgrado che questi siano fatti isolati, e che si possa contro 
gli stessi sollevare qualche obbiezione, pure non cessano perciò 
dall'avere come fatti bene osservati un certo valore ; tanto più 
che stanno in armonia con altri consimili, già dimostrati in pre- 
cedenza a riguardo del processo di distruzione dei globuli san- 
guigni rossi, e a riguardo dell'eliminazione dall'organismo di altre 
sostanze eterogenee, fatta egualmente per opera dei leucociti. 

Queste osservazioni meritano una seria attenzione, e se ve- 
nissero estese e conformate, servirebbero a gettare molta luce non 
solo sulla patogenia dei sintomi morbosi delle malattie d'infezione, 
ma anche su altre questioni riguardanti queste stesse malattie, 
e specialmente sull'immunità prodotta cogli innesti preservativi 
dei virus attenuati. 

Attenuazione del potere patogenico. 
Immunità naturale ed artificiale. 

Fra le proprietà fisiologiche dei microbi va pure anno- 
verata quella dell'attenuazione del loro potere nosogenico, in 
modo che, innestati poi nel corpo vivente, non sono più atti a 
sviluppare che fenomeni morbosi di grado assai leggero. Fu il 
Toussaint il primo che trovò che riscaldando il sangue car- 
bonchioso fino a 55° C, ed aggiungendovi da Vs"^ *^/o ^i acido 
fenico, i bacilli perdevano la loro virulenza. In seguito lo Ghau- 
veau ha osservato che anche col semplice riscaldamento a 52° G. 
si otteneva dopo 15 minuti l'attenuiizione dello stesso virus ; ed 
il Pasteur, coltivando i bacilli carboncliiosi nel brodo di carne 
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neutralizzato a 40-43** C, ottenne la diminuzione delle loro pro- 
prietà patogeniche, tanto che non erano più atti a produrre la 
morte degli animali. 

Studi più esatti a questo riguardo furon eseguiti poi dal 
Koch, Gaffky e Lòffler (1) i quali hanno confermato i fatti 
suaccennati, ed hanno inoltre trovato che mantenendo le culture 
del bacillo carbonchioso a 42-43° C, Tattenuazione comincia già 
a manifestarsi al sesto giorno, all'ottavo e decimo è già consi- 
derevole, ed al ventesimo giorno è completa. 

Ma quello che è più importante si è che i bacilli, cosi atte- 
nuati nella loro virulenza, non hanno perduta con ciò la facoltà 
di svilupparsi sulle sostanze di nutrizione, ma crescono in queste 
nella stessa maniera che i bacilli virulenti, mantenendo cioè 
eguali e costanti le loro proprietà morfologiche. Gli autori suddetti 
hanno pure dimostrato che i bacilli non perdono il loro potere 
infettante in un tempo eguale per tutti gli animali, giacché i topi 
bianchi vengono ancoi*a uccisi coU'innesto di culture , che sono 
già diventate innocue per i conigli e per le cavie. 

Quanto più elevata è la temperatura, tanto più presto si ot- 
tiene Tattenuazione del virus, cosicché questa piuttosto che ad 
un'azione attenuante dell'ossigeno, come crede il Pasteur, de- 
vesi riferire all'influenza della temperatura. 

Un altro fatto di grande interesse teorico, pure osservato 
dal Koch e dai suoi scolari, è che il bacillo carbonchioso, una 
volta attenuato, rimane tale in tutte le coltivazioni successive, 
fatte nei substrati artificiali i più svariati o nell' organismo 
animale, senza che più riacquisti la sua virulenza neanche dopo 
anni. Ciò è importante specialmente per riguardo all'opinione di 
coloro i quali ammettono che le proprietà fisiologiche e patoge- 
niche dei microrganismi non sieno ereditarie e preesistenti, ma 
sibbene dipendano dal terreno su cui questi si sviluppano. 



(1) Koch, Gafky u. Lòffler, Mitth. a. d. Kais. Ges., Bd. Il, 1884. 

3 



— 34 — 

L^attenuazione delle proprietà infettanti si ottiene non solo 
mediante Fazione della temperatura, ma anche talora cogli in- 
nesti successivi fatti su date specie di animali, come ha trovato 
il Pasteur pel virus del cosi detto «mal rosso » dei suini (Schwei- 
nerothlauf); il quale virus coltivato in una serie di conigli, da 
uno all'altro successivamente, perde a poco a poco le sue pro- 
prietà infettanti verso i suini. Il Pasteur sarebbe pure riuscito 
ad attenuare il virus del colèra dei polli. 

Le cause prossime dell'attenuazione e del ripristino della viru- 
lenza non sono conosciute e meritano di esser ancora esattamente 
studiate, n Metschnikoff (l)a\Tebbe osservato che negli ani- 
mali innestati col virus carbonchioso attenuato si trovano sul sito 
dell'innesto un gran numero di leucociti, i quali hanno divorato i 
bacilli (fagociti); e che inoltre in uno di questi animali, ch'egli avea 
reso immune coli' innesto preventivo di quel virus, e nel quale 
avea poi inoculato i bacilli virulenti, i leucociti erano aumentati 
di numero e ripieni di bacilli, mentre nessuno di questi ultimi 
trovavasi libero nel plasma. Questo fktto, qualora venisse conferà 
mato con altre osservazioni, servirebbe in parte a spiegare il 
fenomeno dell'immunità che si ottiene coU'innesto di alcuni virus 
attenuati; giacché in questo caso i leucociti, addivenuti più nu- 
merosi, sarebbero destinati a distruggere gli elementi parassitari 
estranei all'organismo. 

Un'altra proprietà, cui debbo accennare, è quella che i mi- 
crobi patogeni non crescono egualmente bene in qualunque 
degli organismi animali, ma taluni invece sono patogeni per una 
specie, ed altri per un'altra, e gli uni e gli altri sono poi inno- 
centi per gli animali di specie diversa. Anche le varietà le più 
affini presentano sotto questo riguardo diversità sorprendenti: 
cosi ad esempio i topi di campagna sono affatto immuni da quella 
forma di setticemia studiata dal Koch, che è estremamente 
letale pei topi domestici; mentre poi lo stesso virus nei conigli 



(1) ME WC iiWK OfT» Lavori citoti. 
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provoca soltanto un'affezione locale e passeggiera. Il virus della 
cosidetta « setticemia dei conigli » uccide sicuramente 1 conigli 
ed i topi bianchi; le cavie ed i ratti ne sono invece immuni, 
le passere ed i colombi ne sono suscettibili. 

E non solo le varie specie, ma anche i singoli individui della 
stessa specie reagiscono diversamente verso gli stessi micropa- 
rassiti ; cosi i cani giovani prendono facilmente Y infezione car- 
bonchiosa, e ^elli vecchi no. È a tutti noto infatti che non basta 
la presenza del virus infettante, ma è pure necessaria la cosidetta 
disposizione individiuile perchè si sviluppi una malattia da infe- 
zione. A lato della disposizione generale dell'individuo sembra, spe- 
cialmente dai fatti recentemente osservati, che si debba ammet- 
tere anche una disposizione locale. Certo è che il luogo d'ingresso 
dei microbi ha un'importanza notevole; e lo dimostra, ad es., il fatto 
osservato dal K o e h, che i conigli innestati col materiale setti- 
cemico sotto la cute della nuca muoiono coi sintomi dell'infe- 
zione generale, mentre inoculando lo stesso materiale nell'orecchio, 
si ottiene soltanto un'affezione localizzata. 

Recentemente il dottor Passet (1) nelle sue osservazioni sui 
microrganismi piogeni è giunto alla stessa conclusione, che cioè 
la specie dell'infezione dipende anche dalla località da cui procede 
l'invasione del parassita. Finalmente io stesso (2), in alcune ri- 
cerche sperimentali fatte sulla « pioemia dei vitelli neonati >, 
ho osservato che iniettando il medesimo materiale, preso dalla 
vena porta infiammata dei vitelli, nelle cavie sotto cute o nelle 
vene, otteneva nel primo caso la pioemia con ascessi multipli, 
e nel secondo la micosi settica del sangue semplicemente. 

Come esiste una predisposizione, esiste anche viceversa una 
immunità individiuzle per le stesse malattie; ma quale sia la 
causa da cui dipendono questi fatti, non è ancora conosciuta. In 



(1) Passet, Ueber Mihroorganismen der eitrigen Zellgetoebsentzùndung 
des Menschen, Fortschritte der Medicin, N. 2 e 3, 1885. 

(2) Bordoni-Uffreduzzi, La Pioemia dei vitelli neonati, Archivio per le 
scienze mediche, Ottobre 1884. 
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alcuni casi può essere forse la mancanza di una porla d'ingresso, 
la mancanza cioè di lesioni di c^'^ntinuo sia della pelle che delle 
mucose, o la mancanza di infiammazioni superficiali, oppure uno 
spessore più grande del tegumento la causa che protegge l'indi- 
yiduo dairinvasione dell'agente morbigeno. Altre volte invece pos- 
sono essere differenze individuali della pressione sanguigna, o della 
funzione renale, o dello scambio organico in genere quelle che 
determinano l'azione diversa dell'agente infettivo. Spesso i micro- 
parassiti non allignano che su organi già precedentemente am- 
malati, come sembra essere il caso del baciUo della tubercolosi 
nei polmoni. 

L'immunità individuale non è soltanto primitiva, ma si può 
anche acquistare dopo aver s<.»fferto una volta quella certa ma- 
lattia. Non tutte però le malattie infettive danno questa immu- 
nità, ed anche se la danno, non è sicura per tutti gli individui 
e non dura in tutti lo stesso tempo. Questa specie d'immunità è 
stata anche provata sperimentalmente: così il piccolo bacillo della 
setticemia dei topi, che nei conigli produce un'affezione sempli- 
cemento localo, se s'innesta una seconda volta nello stesso animale 
rimano inattivo. Similmente avviene nel così detto carbonchio 
sintouìatioo, in cui l'innesto di una piccola dose di virus procura 
riminunità jx^r gli innesti successivi. Più wrprendente è ancora 
il fatto ohe Tinununità si può anche avere coll'innesto non dello 
ste:s«»Lì virus ma dì un virus somigliante. Questo è il caso ap- 
punto del \-accino e del \'aiuoKx 

Recentemente aloimi sp^^rimontatori hanno cercalo di trar 
partito dal fatto di si^pni monzìonat^x dell'attenuaTÌone di alcuni 
virus infettanti, jx^r prvvluiTo Uììlitì^ììunìffì f?»'Wt*^7<\ 11 Tous- 
Saint, lo Oh a u v o a u ihI il P a s t o u r han jv^tuto ooU'inne^to del 
virus oarlvMiohìtV^^ attenuato rondoiv immuni di animali dal car- 
biMìohio naturalo. U Pasteur jvr rt^Uiloiv inrnuni le pecore od i 
buoi us;ì duo innesti, un primv^ i:mosto ool virus fv^rtemoule atte- 
nuato od un siwmdv^ o.^l virus altor.uat.^ xioMv.ìonto. \\K v>c^^^ 
pi>tuti> stalnliiv in maniera più os^xtta ìì cn\.V,> v',ì at*ov",w^^^;:^ ^^^ 
due virus mHXxssarìa allo so^n^^ do^huvr.tK^ da v.na 1^%^^?*:::::^^^^ ^ 



— 37 — 

esperimenti fatti sugli animali che il virus è divenuto adatto pel 
primo innesto, quando uccide ancora i topi bianchi ma non uc- 
cide più le cavie, e pel secondo innesto, quando uccide le cavie 
ma non uccide più i grossi conigli. E questo è un gran progresso 
introdotto nella pratica tuttora difficile ed incerta della prepa- 
razione di (juesto virus, giacché prendendo per reagenti le tre 
specie di animali anzidette, topi, cavie e conigli, si può, iniettando 
di quando in quando in questi animali il virus che si fa atte- 
nuare a temperatura elevata, ottenere precisamente quel grado 
di attenuazione che si desidera. 

Il Koch ha pur dimostrato che, se l'innesto preventivo fatto 
col metodo di Pasteur rende immuni gli animali verso il car- 
bonchio artificiale (inoculazione), non produce del pari sicura- 
mente l'immunità verso il carbonchio naturale. Questo difatti, 
secondo le esperienze del Koch, avviene non già per una specie 
d'innesto naturale, per l'ingresso cioè del microbo carbonchioso 
per qualche piccola lesione della mucosa orale o gastro-enterica, 
come vuole il Pasteur, ma sibbene per mezzo dell'ingestione 
di spore, le quali resistono all'azione dei succhi digerenti. Or bene 
contro quest'ultima specie d'infezione non riesce efficace l'in- 
nesto carbonchioso preventivo, il quale inoltre talora è tutt'altro 
che innocente. Malgrado però che non se ne possa trarre finora 
per la pratica tutto quel vantaggio che in principio si credeva, 
pure le esperienze relative all'attenuazione ed all'innesto di quel 
virus hanno un grande interesse, perchè hanno aperta una strada 
per poter forse ottenere l'immunità artificiale per altre malattie 
infettive. 

Il Pasteur ha trovato che coli' innesto dei microbi at- 
tenuati del colèra dei polli si produce in questi una malattia 
passeggiera, che li rende immuni dallo innesto del virus ordi- 
nario. Più recentemente ancora lo stesso autore (1), coU'inocula- 



(1) Pasteur, Die Schutzimpfufig gegen den Schweinerothlauf (Tradu- 
zione dall'originale). ForUchr. d. Med., N. 1 (Beilage), 1884. 



zione del virus attenuato del « mal rosso » dei suini, ha potuto 
rendere immuni questi animali verso la infezione naturale per 
più d'un anno, per quanto tempo, cioè, è durata la sua osser- 
vazione in un'epidemia dì questo male. Il Klein (1) ha confer- 
mato questo fìitto, ed ha inoltra constatato che con tal mezzo i 
suini restano immuni anche dagli innesti ulteriori. 

Azione della luce e della elettricità 
sulle proprietà biologiche dei microrganismi. 

Veniamo ora a parlare delle condizioni dì vita principali 
dei microrganismi patogeni e del loro modo diverso di reagbe 
verso alcuni agenti esterni, fisici e chimici. Si credeva per lo ad- 
dietro che la luce non avesse una grande influenza sulla vita di 
questi esseri, che sono per la ma^ior parte privi di clorofilla. 
Recentemente però l'Engelmann (2) ha dimostrato che non solo 
la produzione del pigmento nei cromogeni sta sotto l'influenza 
diretta della luce, ma che anche il movimento proprio di cerl« 
spt'cìo di microbi ò dipendente dall'azione della luce stessa. Inoltre 
i divoi'sj «>lori sembra che esercitino un'azione diversa su certe 
proprit<\ bioliyiche dei niicrttivanismi. 

Kiguanlo all'azione dt}ìì'eleUrictìA, le ricerche del Gohn e 
do) Mondi'lsohn (i)), fatto colla corrente galvanica, hanno dimo- 
stralo ohe si,)laraenle <.Hirn.'nti elettriche molto torli possono arre- 
sUtiv lo sviluppi.) dt'lle cultura di ceni microbi. 



(|t Ki.Ki:4, HiV Ihìctrrim ittr Schvditnfvehf, Vìivbow'* Aichiv, Bd. 95^ 
p. -WS. 

0?) K\ilKI.«^N», Hitcf/ritim fiArtftwnrrrù^m. £Vm Btitmff =■"' vergUi- 
Mmi)* J'AyKioliyiV if^x LteKt-mml f'jHtmttmn^. Vatanuchuagcn bus dem 
))\\-i>t>i|i>(nn'h«i) |jihi>r«l>irkuui «i l'inohl. lAS: 

V^ (HtHN 11. MitSMtuotMit, f>tw *> Emw ir k m ^ it i «h u i ifg * n » Stromen 
«N^ Jm> VM-M^Anny MN BmtKi^ QJU* BmM^ Bd. S; Httft. 1- 
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Azione della pressione e del movimento. 

I cangiamenti di pressione possono essere benissimo soppor- 
tati da alcuni microrganismi, ad esempio dal « bacillus buty- 
ricus >, ma non si sa ancora se altre specie sieno in questo ri- 
guardo più sensibili. La quiete, la mancanza d*agitazioni mecca- 
niche sembra favorire lo sviluppo dei microbi, giacché mentre 
un movimento lento e continuo del liquido di nutrizione non im- 
pedisce il moltiplicarsi dei germi che vi sono contenuti> un mo- 
vimento più rapido e scomposto lo rallenta (1). Questo è forse il 
motivo per cui nel sangue circolante degli animali che hanno 
una infezione generale (setticemia) i microrganismi mancano o 
sono assai scarsi, e si moltiplicano invece rapidissimamente ap- 
pena dopo la morte. 

Azione della temperatura. 

Una grande influenza sulla vita di questi esseri la esercita 
la temperatura. In generale può dirsi che un certo grado di 
calore piuttosto elevato favorisce il loro sviluppo, mentre una 
temperatura bassa lo ritarda. Volendo dare una media, del resto 
molto approssimativa, del grado di temperatura più favorevole 
allo sviluppo dei microrganismi patogeni, questa è rappresen- 
tata airincirca dalla temperatura nostra del corpo. 

Però il loro accrescimento e la loro moltiplicazione pro- 
grediscono gradatamente coU'elevarsi della temperatura fino ad 
un maximum, sorpassato il quale, Tuna e l'altra delle funzioni 
anzidette si illanguidiscono a poco a poco, finché si spengono. 
Tanto il gi-ado di temperatura più favorevole per l'accrescimento, 
quanto il limite più alto e quello più basso, nei quali è an- 
cora possibile lo sviluppo dei microbi, è diverso per ciascuna 



(1) HoRWATH, Pflùger's Archiv f. Physiol., Bd. 17. 
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specie degli stessi e varia anche nella stessa specie a seconda 
delle altre condizioni di vita, e ^^ecialmente secondo la compo- 
sizione del substrato materiale che li alimenta. Coà Eidam (1) 
ha trovato che lo sviluppo del « bacterium termo > nella soluzione 
nutritiva del Cohn comincia a 5% 5 C. di temperatura, cresce 
lentamente fino a 10*" €L, e da qui in su rapidamente, fino a che 
a SO-^"" raggiunge il massimo; decresce quindi in modo rapido 
coll'elevarsi ulteriore della temperatura, e cessa del tutto a 
40^ C. n bacillo della tubercolosi cresce invece soltanto fra 30* 
e 41° G.; il grado più favorevole al suo sviluppo è di 37-38* C. 

Si è detto che sonvi due limiti di temperatura, che col lin- 
guaggio ordinario chiameremo di coUdo e di freddo, nei quali si 
sospendono le manifestazioni vitali dei microrganismi ; non deve 
credersi però che col cessare di queste cessi del tutto anche la 
vita, poiché se si ripristinano di nuovo le condizioni opportune, 
ricompaiono bentosto anche i fenomeni vitali. Al di là ancora di 
questi limiti estremi cessa però anche la vita completamente. A que- 
sto riguardo è necessario portar l'attenzione su due fatti che hanno 
un grande interesse, specialmente per l'igiene; anzitutto che il 
grado di temperatura che uccide i microbi varia assai secondo 
che si tratta della forma vegetativa degli stessi, oppure degli 
organi loì^o di riproduzione (spore), f quali sono sempre molto 
più resistenti; ed in secondo luogo che il calore umido è motto 
più attivo che non l'asciutto, per cui di questultimo è neces- 
sario un grado assai maggiore per distruggere i microhi. 

Nell'aria calda, se la temperatura supera di poco i 100* C. 
e dura 1 ora e */„ tutti i bacilli e micrococchi conosciuti fi- 
nora muoiono. Le spore invece vengono uccise sicuramente 
soltanto dopo un soggiorno di 3 ore ad una temperatura di 140* G. 
Nell'acqua bollente invece le spore muoiono in due ore, e nel 
vapor d'acqua rinchiuso e compresso in 10 minuti. L'azione disin- 
fettante del vapore acqueo è anche più energica, se questo è sovra- 



(1) EmAM, Golm*8 Beitrage, Bd. I, Heft 3, pag. 209. 
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riscaldato ed è in movimento: cosicché una corrente di vapore 
a 105** G. uccide in 10-15 minuti qualsiasi specie e qualsiasi 
forma di microrganismi, e penetra assai bene negli oggetti da 
disinfettare (Koch, Gaffky e Loffler). Il Wolffhùgel ha 
trovato che nell'aria calda invece la temperatura penetra cosi 
lentamente negli oggetti da disinfettarsi, che anche dopo 3 o 4 ore 
di riscaldamento a 140" C, oggetti di una certa dimensione (pezzi 
di panno, guanciali ecc.) non sono ancora sicuramente disinfettati, 
Neirusare l'acqua bollente bisogna sempre badare a che il mo- 
mento della disinfezione comincia soltanto quando ogni parte 
dell'oggetto ha raggiunto i lOO'* G. 

Dell'influenza della temperatura sulla sporificazione e sulla 
germinazione delle spore si è già parlato ; e cosi pure si è detto 
dell'azione che la temperatura esercita su certe proprietà fisio- 
logiche dei microrganismi patogeni, avuto riguardo special- 
mente alla diminuzione del loro potere infettante. La temperatura 
influisce pur anco sulla comparsa delle ciglia vibratili, e quindi 
sullo stato di movimento o di riposo degli individui cellulari, e 
secondo alcuni, anche sulla forma degli stessi. Si vede adunque 
quale notevole influsso eserciti il calore sulla vita dei micror- 
ganismi, e come sia necessario conoscerne le particolarità 
relative, sia per la pratica delle coltivazioni artificiali, sia spe- 
cialmente per l'applicazione dei mezzi disinfettanti atti a distrug- 
gerli. 

Azione deirumidità e del disseccamento. 

I microrganismi esposti all'aria hanno bisogno di un certo 
grado di umidità per conservarsi in vita. Anche per ciò, come per 
la temperatura, si comportano diversamente i bacilli e le spore; 
giacché queste ultime resistono moltissimo all'azione del dissec- 
camento, e si conservano vitali per anni ed anni, n Buchner 
ha osservato che le spore del « bacillus subtilis », dopo tre anni 
che erano all'asciutto, si mantenevano ancora capaci di svilup- 
parsi. Per alcune forme di bacilli invece basta anche il lasciarli 
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essiccati per breve tempo per ucciderli. Il Koch a riguardo dello 
spirillo del colera ha dimostrato che basta a distruggerlo l'azione 
del disseccamento prolungato per un'ora. 

I micrococchi, specialmente se si trovano riuniti sotto forma 
di zooglea, resistono più a lungo alla mancanza di umidità ; forse 
ciò accade per l'azione protettrice dello ispessimento della so- 
stanza gelatinosa che li avvolge. 

« 

Azione del gaz. 

Quanto all'azione che vi esercitano i gaz, si è già visto 
quanto diversamente si comportino i vari microrganismi di 
fh)nte all'ossigeno. Questo gaz sembra avere influenza, oltre che 
sullo sviluppo, anche sulle proprietà fisiologiche dei microbi, in 
ispecie sul movimento, e secondo il Pasteur, anche sul potere 
loro infettante. L'azione dell'acido carbonico e degli altri gaz 
non è ancora bene studiata. 

Relativamente all'influenza che esercita l'ossigeno sulla mo- 
bilità dei microrganismi, l'Engelmann ha osservato che alcuni» 
ad es. quelli della putrefazione, sono tanto sensibili sotto questo 
riguardo alla presenza anche di quantità minime di 0, che lo 
stato di quiete o di movimento degli stessi può servire come 
reagente delicatissimo per iBCoprire la presenza di quel gaz. 



Azione mutua. 

Un'altra particolarità da rammentarsi, relativa allo sviluppo 
dei microrganismi, è la concorrenza che si fanno fira loro le 
varie specie degli stessi, allorquando albergano nello stesso mezzo 
di nutrizione. Quella specie, cioè, che ha per sé più favorevoli le 
condizioni di composizione e di temperatura del substrato ma- 
teriale, si sviluppa prima e più rapidamente delle altre, tanto da 
giungere ad impedirne lo sviluppo. Questa proprietà è interes- 
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sante da un doppio punto di vista : anzitutto perchè la si può 
mettere a profitto per ottenere isolata una data specie di mi- 
crobi, eppoi anche perchè può essere una sorgente di errore 
assai difficile a rilevarsi, e a cui si deve molto badare nel giu- 
dicare della purezza di una data cultura. Può darsi il caso in- 
fatti che, innestando in un mezzo di nutrizione due specie di 
microbi, una prenda il sopravvento suir altra e ne impedisca lo 
sviluppo: i germi di quest'ultima rimangono pertanto sempre 
vitali, quantunque non si sviluppino ; ed osservando al microscopio 
il prodotto di quella cultura, si può non vedere che una sola 
specie di microrganismi e crederla pura. Se però se ne fa un se- 
condo innesto in una sostanza di nutrizione, che offra per lo svi- 
luppo della specie rimasta sterile nella cultura primitiva condizioni 
più favorevoli che non per la prima specie, si avrà la poco 
grata sorpresa di vedere sviluppare una qualità di microbi tut- 
Vaffatto diversa da quella che si volea riprodurre. Questo fatto è 
occorso anche allo scrivente, in certe ricerche fatte sulle pro- 
prietà biologiche dei microparassiti cutanei normali, e costituisce 
forse, a mio avviso, una delle cagioni precipue d'errore che hanno 
condotto ad ammettere il polimorfismo dei microrganismi. 

Azioni dei vari reagenti chimici. 

Le varie specie di microbi si comportano diversamente verso 
gli acidi: mentre in alcuni anche un debolissimo grado di aci- 
dità del mezzo ne arresta lo sviluppo, in altri invece la pre- 
senza di acidi, specialmente di quelli vegetali, lo Cavorisce. Sono 
specialmente gli acidi minerali quelli che agiscono sui microbi in 
maniera deleteria. Questi sono invece meno sensibili all'azione 
degli alcalt, ed anzi un certo grado di alcalinità favorisce Tao- 
crascimeuto di molte specie di microrganismi. 

L'azione che esercitano sulla vita e sullo sviluppo di questi 
esseri le varie sostanze , comprese nella classe dei cosidetti disin- 
fettanii^ è della più alta importanza per l' igiene. Una tale que- 
stione ò entrata solamente da poco tempo in un terreno veramente 
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scientifico, ed a questo proposito il Koch e il Wolffhiigel (1) 
hanno eseguito nel laboratorio d'igiene governativo di Berlino 
una serie di bellissime ricerche. Siccome non si avrà più occasione 
di entrare in simile argomento, accenneremo in breve a qualcuno 
dei più rilevanti risultati, relativi alFazione dei disinfettanti più 
comuni. 

Vaci'do fenico in soluzione al 5 ®/o uccide in 24 ore le spore 
del bacillo carbonchioso, mentre una soluzione al 3 **/o anche in 
24 ore non uccide sicuramente tutti i germi. I bacilli invece 
sono uccisi in pochi minuti con una soluzione fenica air 1 ^/q. 
Una soluzione della stessa sostanza di 1 : 400 impedisce lo svi- 
luppo di qualsiasi germe. I vapori dell'acido fenico alla tempe- 
ratura ordinaria non hanno alcuna azione, mentre a 55^ G. uc- 
cidono le spore in 2-3 ore. 

Una soluzione di cl0fniìx> di zinco al 5 ®/o non toglie alle 
spore del bacillo carbonchioso, che vi sono state immerse per 
un niese^ la facoltà di germogliare. 

L'agente chimico che esercita sui microparassiti l'azione 
più notevole è il suhtifìuìto conr^sico. Una soluzione di subli- 
mato di i : 3(KX000 servo già ad impedire lo sviluppo delle spore 
iKoch), ed una dì i : 2iX000 le uccìde in iO minuti. Una so- 
luxiono di i : rxiKX) è adunque un mezzo di disinfezione sicuro, 
anche so la durata dell'azione sìa breve. 

L'fit'i^lt) %NXW/lìi\)cct) serve bene per distruggere i micrococci 
ed i bacilli, giacche $e quegli a>no aderenti ad un oggetto secco, 
e sì tei\gv>no per :?iKìO minuti in un'aliiK^sfeni che contenga 
l vvìil. * ^ di aoidv> s^>lfv^^^. iuuv^UK> sicunsimente. Invece Ta- 
tì^>ne dellv^ sl^xss^^ aci\K^ sulk> sp^ve ^^ UKnv> ertìcace: inatti , se 
si teiigv>nv> le s|v>ri^ vie! bacilli oarKH\olùv>[<!^\ v^ quelle del bacillo 
svettile, jvr IV^ v^re ìu uu'atuKv^tH^ vviiteuente il o-ò per '\. di 
aeivK^ ^^Ul>i\\A\ :à ìu^ìiutei^Hio tuttavui vitali, anche se si tro- 



\,tf^f:iì/r- l.^ \ Ml5i^*^v,•^-v^vit A.x^v.v V.o;.'**. x's*«v-..».o N'KtsA:uV,\ '5c I, po»:. 301. 
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vano in un mezzo umido. L'acido solforoso adunque, per la ra- 
gione eziandio che non penetra negli oggetti compatti, è un 
mezzo disinfettante assai mal sicuro. 

Molto più energica invece è V azione del hroino, del cloro, 
e dello iodio. Basta già una soluzione di iodio di 1 : 5,000, oppure 
una soluzione di bromo di i : 1,500 per impedire lo sviluppo dei 
microparassiti. I vapori di bromo che si svolgono dalle solu- 
zioni acquose uccidono le spore in 24 ore, quelle di cloro in due 
giorni. L'acqua di cloro e l'acqua di iodio uccidono le spore in 
un giorno, il cloruro di calce al 5 °/o in 10 giorni. 

L'acido benzoico, il benzoato di soda e la chinina hanno 
poca azione sulle spore. Altre sostanze, olii essenziali ed acidi 
vegetali in soluzioni concentrate , impediscono lo sviluppo dei 
microbi. L'olio di menta piperita agisce in tal modo già in una 
soluzione di 1 : 30,000, l'olio di trementina in soluzione di 1 : 75,000 
e la chinina di 1 : 800. 

Bisogna ben ricordare che le sostanze disinfettanti agiscono 
solamente in soluzione acquosa ; sciolte nell'alcool o nell'olio per- 
dono molto del loro potere, o non agiscono affatto. Nell'alcool 
assoluto le spore dei bacilli mantengono anche per mesi la fa- 
coltà di germogliare, e lo stesso accade se sono tenute nella glice- 
rina nell'acqua. 



Questo rapido sguardo sintetico, gettato cosi in breve sulle 
proprietà morfologiche e fisiologiche dei microrganismi, era ne- 
cessario, perchè su queste appunto sono informati i metodi di ri- 
cerca e perchè lo studioso deve prima avere in mente tutti e 
singoli i problemi che sono da risolversi, allorquando si accinge 
a studiare una malattia da infezione. Non basta infatti, per ri- 
solvere un quesito di questo genere, la rivelazione d'una forma 
qualsiasi di microrganismi e la dimostrazione del potere pa- 
togenico della stessa; bisogna eziandio ricercare esattamente 
quali sono le condizioni di vita del parassita al difuori del- 
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l'organismo animale, vale a dire quali sono le sostanze nutritive 
più atte al suo sviluppo ed alla sua riproduzione col mezzo di 
spore, quali le circostanze di temperatura, umidità ecc., più a- 
datte al compimento di quelle funzioni e quali invece in cui la 
vita si spegne; quali atterazioni il microbio produce sui mezzi 
stessi di nutrizione, quale è il suo modo di comportarsi verso i 
gaz e verso i vari agenti fisici e chimici : e cosi di seguito una 
serie di problemi dalla cui soluzione l'igiene aspetta di trarre 
quelle norme, che sono più adatte a difendere il nostro individuo 
da siffatti nemici, i quali sfuggono alla osservazione ordinaria e 
sono appunto perciò i più pericolosi. 



CAPITOLO II 



Stromenti necessaM por le ricerche 
e loro disinfezlone. 



n primo e il più importante di tutti gli stromenti per questo 
genere di ricerche è indubbiamente il microscopio. La costru- 
zione di questo e il modo di usarne sono ormai cosi diflFusi, che 
potrebbe sembrare superfluo a prima giunta il parlarne qui in 
modo speciale. Sono necessarie però per l'osservazione microsco- 
pica dei microrganismi alcune particolarità cui è necessario di 
accennare, perchè la loro applicazione segna uno dei progressi i 
più notevoli nella tecnica di questi studi , ed è inoltre indispen- 
sabile per tener lungi alcune cause d'errore. 

Apparecchio d'illuminazione di Abbe. 

La particolarità più interessante a questo riguardo è il modo 
di iUuminare il preparato in cui si ricercano i microrganismi, 
giacché per mezzo dell'illuminazione si possono rendere gli stessi 
più o meno visibili, e si può far risaltare la loro imagine a sca- 
pito di quella degli elementi che li circondano. 

Quando in un preparato microscopico, prendiamo ad esempio 
una sezione di tessuto contenente microbi chiusa nel balsamo, 
sìeno colorati questi ultimi ed i nuclei cellulari, T imagine 
microscopica risulta composta non solo dalle parti anzidette co- 
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lorate, ma anche dagli altri elementi del tessuto, fasci di fibre, 
vasi, ecc., i quali non hanno lo stesso potere rifrangente del 
mezzo in cui stanno. 

Questa apparenza è dovuta alla diflBrazione che subiscono i 
raggi luminosi nello attraversare mezzi dotati di diverso potere 
di refrangeuza, e si manifesta sotto forma di linee e di ombre, che 
costituiscono appunto la cosidetta imagine microscopica. Queste 
linee e queste ombre ianno si che, se i microrganismi sono piccoli 
e sottili sono in poca quantità , rimangono nascosti , e l'occhio 
dell'osservatore non giunge a scoprirne la presenza, oppure ri- 
mane incerto stille particolarità degli stessi ; se poi la sezione è 
un po' spessa, non appaiono neanche i microfiti più grossi. 

Ad ovviare a questo inconveniente non basta adoperare un 
diaframma largo, il quale permette una maggiore illuminazione 
ed un minore risalto delle particolarità di struttura del prepa- 
rato; è necessario aggiungere un apparecchio condensatore della 
luce, di breve distanza focale, il quale permetta di modificare 
anche di più il cono di raggi luminosi, in modo che questo sia 
di breve lunghezza ed acquisti in pari tempo una base molto 
lai^a e maggiore, in proporzione della minor lunghezza, di 
quella che si può ottenere col semplice specchio concavo. Con 
questo difatti l'oggetto viene illuminato da un fascio di raggi 
quasi paralleli , cTie passano attraverso il diaframma, mentre con 
un apparecchio condensatore si ha un intiero cono luminoso che 
va ad illuminare il preparato, posto in corrispondenza dell'apice 
del cono stesso. 

In tal guisa si comprende facilmente che quanto è più grande 
l'angolo d'apertura del cono luminoso, altrettanto maggiore 
deve essere la quantità di luce che attraversa il preparato mi- 
croscopico; quindi i fenomeni di diflFrazione e le ombre degli 
elementi dei tessuti devono diminuire in grado corrispondente, 
e rimanere visibili soltanto quelle parti le quali, essendo colorate, 
assorbono la luce. 

L'apparecchio d'illuminazione che meglio soddisfa a siffatte 
condizioni è finora quello di Abbe, giacché fornisce un cono 
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illuminante con un angolo d'apertura di 60*, vale a dire con 
un'apertura totale di 120°. La distanza focale di questa combi- 
nazione di lenti è di pochi millimetri, talché collocando l'ap- 
parecchio sul posto del porta-diaframmi, fra lo specchio e il ta- 
volo del microscopio, un po' al disotto del livello di quest'ultimo, 
il punto focale va a cadere precisamente sull'oggetto da osser- 
varsi, il quale viene posto cosi nelle condizioni d'illuminazione 
più favorevoli possibili* Fra lo specchio e le lenti, vicino al punto 
focale del primo, si trova un porta-diaframmi, sul quale si pos- 
sono adattare singoli diaframmi di diversa larghezza; il porta-dia- 
franmii può essere formato, come consiglia il K o e h , da una la- 
mina metallica che si fa scorrere lateralmente, provvista di un 
certo numero di fori, la cui larghezza varia da uno all'altro di 
un millimetro, in modo che con questi si possono fàcilmente 
ottenere tutte le gradazioni di luce che si desiderano. 

Si può anche rendere più intensa l'illuminazione, ponendo fì:*a 
la superficie inferiore del vetrino portoggetti e la parte supe- 
riore del condensatore una goccia d'acqua, o meglio ancora una 
goccia del liquido che serve per l' immersione degli obbiettivi, 
avendosi in tal guisa il cosidetto condensatore a immersione. 

Se non si ha l'apparecchio di Abbe, si può adattare sul 
porta-diaframmi una lente semisferica, od anche porre una sem- 
plice goccia d'acqua sotto al vetrino portoggetti, sempre allo 
scopo di condensare la luce. 

Se è necessario per le nostre ricerche un apparecchio con- 
densatore e l'uso di larghi diaframmi, non si deve intendere con 
ciò che si debba in ogni caso eliminare l' imagine di struttura 
del preparato microscopico. Anzi non bisogna mai trascurare di 
esaminare i rapporti che acquistano i microparassiti colle varie 
parti del tessuto che li alberga, e si deve sempre far precedere 
all'osservazione dettagliata il cosidetto sgiuzrdo d'insieme, che 
io chiamerei meglio osservazione sintetica del preparato, la quale 
è indispensabile assohitamente per prendere cognizione del modo 
di ripartirsi degli stessi microrganismi. 

Per la maggior parte delle ricerche non sono necessari ingran- 

4 
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dimenti straordinari : sono sufficienti in generale gli ingrandi- 
menti compresi fira i 100-700 diametri ; quello minore di 100 diam. 
serve per l'osservazione sintetica, e gli altri maggiori per i det- 
tagli relativi alla forma e alla grandezza dei microparassiti. 

Immersione omogenea. 

La seconda particolarità a cui voglio accennare è l'uso degli 
obbiettivi a immersione omogenea, che è quasi altrettanto indi- 
spensabile per questi studi che l'apparecchio d'illuminazione, 
specialmente quando si >tratta di bacilli sottili e delicati , come 
sono ad esempio quelli della setticemia dei topi osservati dal 
Koch. A questo proposito accenneremo in breve quali sono i 
vantaggi principali, che ofQ:*e per le nostre ricerche un tal ge- 
nere di obbiettivi su quelli a secco ordinari. L'inmiersione delle 
lenti obbiettive in genere, della cui applicazione siamo debitori 
all'Amie i, ha per iscopo anzitutto di eliminare, per quanto si 
può, gli effetti della reflrazione che subiscono i raggi luminosi in- 
cidenti obliquamente, allorquando passano dalla superficie supe- 
riore del coproggettì nell'aria, e da questa di nuovo nella super- 
ficie inferiore della lente obbiettiva. La deviazione dei raggi 
periferici obliqui fa si che non si riimiscano poi nello stesso 
punto di quelli centrali, concorrendo in tal guisa, insieme coll'a- 
berrazione di sfericità della lente, ad alterare la chiarezza della 
imagine microscopica. La stessa deviazione è poi tanto maggiore, 
quanto più acuto ò l'angolo d'incidenza dei raggi sulla superficie 
di passaggio, ossia quanto è più grande l'angolo d'apertura del 
sistoma di lenti obbiettivo; quell'angolo cioè che viene formato 
dai raggi luminosi divergenti i quali , partendo dall' oggetto os- 
servato (considerato come un punto), vanno alla periferia della 
lento accomcxìata alla distanza di osservazione netta. Ora l'an- 
golo d'a[^rtura degli obbiettiviò tanto maggiore, quanto minore 
ò la distanza focale degli stessi, ossia quanto più forte è il loro 
poterò d* ingrandimento: per cui negli obbiettivi a secco più 
forti riniagine uìiciwscopica non può essere molto netta. 



— 51 — 

L'immersione semplice ad acqua toglie in parte questo incon- 
veniente, perchè la differenza ft^ Tindice di refrazione del vetro 
e quello dell'acqua è minore di quella che esiste allo stesso ri- 
guardo ft^ il vetro e Farla; non lo toglie però completamente, 
perchè l'indice di refrazione dell'acqua è minore di quello del 
vetro (crown)', da cui sono formati la lente dell' obbiettivo e il 
coproggetti. Nei sistemi d'immersione ad acqua è sempre neces- 
saria anche una vite di correzione, che serve ad aumentare o 
diminuire la distanza che esiste fhi le varie lenti del sistema 
obbiettivo, a seconda dello spessore del coproggetti. 

L'inconveniente viene tolto del tutto, se si usa invece dell'ac- 
qua un liquido d'immersione che abbia lo stesso esponente di 
refrazione del vetro (crown). Con tal mezzo si ha anche il 
vantaggio di eliminare l'influenza dello spessore del coproggetti 
e di poter fare a meno della vite di correzione, per quanto a 
questo riguardo non tutti i microscopisti sieno d'accordo. Questa 
cosa è stata anzi anche recentemente oggetto di discussione nella 
Società reale di microscopia a Londra, ed il Garpenter (1) 
dice che sarebbe preferibile che anche gli obbiettivi ad immer- 
sione omogenea fossero provvisti dell'apparecchio di correzione, 
giacché la più piccola differenza dell' indice di refrazione del 
liquido d'immersione o del vetro coproggetti, il cambiamento 
dell'oculare, come anche il più piccolo cangiamento della lun- 
ghezza del tubo, in una parola qualsiasi circostanza, che tende 
a cambiare le condizioni nelle quali tu operata la correzione 
dell'obbiettivo, agisce in modo nocivo alla nettezza dell'imagine. 

Tuttavia, siccome la correzione dell'obbiettivo è cosa inco- 
moda da eseguirsi ogni volta, si preferiscono ordinariamente gli 
obbiettivi a immersione omogenea a correzione fissa, nell'uso dei 
quali bisogna aver sempre l'avvertenza di mantenere invariata 
quella lunghezza del tubo del microscopio, per la quale sono stati 
adattati (2). 



(1) Joam. R. Microsc. Soc, ser. II, voi. IV, 1884, part. 4, p. 620. 

(2) Per gli obbiettivi continentali questa lunghezza del tubo del micro- 
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Il liquido migliore per Timmersione omogenea è l'olio eteì^eo 
di legno cedìHno ad un certo grado di concentrazione, avente 
un indice di refrazione quasi eguale ed il potere di dispersione 
superiore di poco a quello del vetro (crown). Si può anche usare 
per lo stesso scopo il miscuglio di altri olii eterei fortemente ri- 
frangenti , olio di garofani , di finocchio e di anici, coll'olio d'o- 
liva di ricino, oppure il miscuglio di glicerina e cloralio idrato, 
la soluzione di ioduro di zinco nella glicerina pura , proposta 
dal Brun di Ginevra, i quali due ultimi liquidi si possono più 
fSacilmente togliere dal coproggetti. 

Per adoperare questi obbiettivi, si pone una piccola goccia del 
liquido d'immersione sul vetrino coproggetti o sulla lente ob- 
biettiva, oppure una goccia su questa e una su quello, il che riesce 
meglio di tutto giacché si evita l'inconveniente, che si verifica 
talora ponendo la goccia soltanto sul vetrino, del rimanere una 
bollicina d'aria aderente alla superficie inferiore della lente ob- 
biettiva, la quale si trova situata un po' più profondamente del cer- 
cine metallico che la circonda, per impedire i guasti possibili nel 
caso di urto dell'obbiettivo sul preparato. 

I migliori obbiettivi ad immersione omogenea, che sono quelli 
costruiti dallo Zeiss di Jena, hanno anche il vantaggio di sop- 
portare bene la combinazione cogli oculari più forti. — A lato 
di quelli dello Zeiss, ma in seconda linea, sì possono mettere 
per bontà gli obbiettivi ad immersione omogenea di Seibert, di 
Winkel, di Hartnack e del nostro Koriska di Milano. La 
denominazione di 7i2> Vis ^^c-» c^® hanno tali obbiettivi, si ri- 
ferisce alla loro distanza focale equivalente, espressa in frazione 
di pollice inglese (Vi« Zeiss corrisponde a 2 "" circa e Vig ^ 
1,3 "*°* di distanza focale). 

Microtomi. 

Un altro istromento, che è pure indispensabile per la tecnica 
dei microrganismi, per quanto esso pure sia tutt'altro che esclu- 



scopio è di 15-17 Cm., misurati dal punto di unione dell'obbiettivo col tubo 
stesso. 



sivo di queste ricerche, è il microiomo. Mi è parso opportuno 
il darne qui una descrizione particolare, perchè è mio intento 
di riunire in questo libro tutto quanto può occorrere allo stU' 
dioso per simili ricerche, senza che questi senta il bisogno di 
ricorrere qua e là ad altri manuali; ed anche perchè vi sono 
nell'uso di questo prezioso stromento alcune speciali avvertenze 
per l'oggetto particolare di ricerca che ci riguarda. 

Quando sì veglia studiare la disposizione che hanno i mi- 
crorganismi nell'interno degli organi, i rapporti che contraggono 
coi singoli elementi dei tessuti e la diffìisione loro negli stessi, è 
necessario dì poter avere sott' occhio una estensione di tessuto 
piuttosto grande ed uniTorme, ed è necessario inoltre dì ottenere 
serie successive e continue dì sezioni, che permettano di seguire 
nello interno dì un organo lo sviluppo e la difllisione degli stessi 
mìcrobi. Orbene per tutto questo è indispensabile il mìcrotomo. 
Un altro servizio importantissimo, che rende quest'istromento, è 
quello dì fhcilìtare l'esame d^li ottani freschi, congelati, giacché 
il coltello doppio, che prima sì adoperava a tale scopo, dà spesso 
sezioni lacerate e sempre grosse, e rovina per dì più il pezzo 
anatomico. 




I mìcrotomi si distìnguono in 2 categorìe, mia'Otom.i a vite e 
mfcrotomt a slitta; m&.\ATAQA&\\'\iTia, come dell'altra specie esiste 
un gran numero dì varietà, ed in questi ultimi tempi si sono 
f^tte e si fanno ancora continue variazioni e migliorìe agli stro- 



menti primitivi. Quailt elio per ora sono considerati i migliori, 
sono; guello di Schanze di Lipsia {Patkol. Institut), quello 
di Thoma tkbbricato dallo J ung {Heidelbcrrj), quello di Katsch 
di Monaco di Baviera, quello di Meier di Strasburgo, quello di 
Long di Breslau, ecc. Io mi limiterò a dare la descrizione dei 
primi due, i quali pare corrispondano all'uso meglio di tulli 
gli allri. 

Il microlomo del Thoma(i), che è nolo anche col nome di 
microlomo di Jung (Fig. 2), è un microtomo a slitta, fatto 
di ghisa massiccia, nella quale sono scavate due scanalature 
triangolari , parallele fra loro e divise da un piano di metallo 
piuttosto grosso ; in uno dei solchi scivola a dolce sfregamento 
un grosso pezzo di fen-o (M) conico, su cui si fissa il coltello, 
mentre 1" altro è desLinato a ricevere il pezzo porlt^getti (0). 
Ciascuna di queste due slitte poggia sul solco corrispondente per 
mezzo di cinque punti, ossia scorre su cinque superficie laiche 
da 3-3 °"", il che permette una grande solidità, e al tempo slesso 
un facilissimo movimento delle slitte. Bisogna sempre badare a 
che la slitta, the porta il coltello, scivoli, ogni volta che si fa una 
sezione, su tutta qunnla la superficie di scorrimento, e non su di 
una parte soltanto della stessa; e ciò per evitare che, dopo un 
certo tempo che si usa il microlomo, si abbiano disuguaglianze 
6 salti nello scivolamento del coltello, per essersi consumata una 
parte della superficie di scorrimento più dell'altra. La lama del 
coltello è larga e pesante, ed il manico è ripiegato in modo 
che, quando questo si trova in posizione orizzontale, il tagliente 
della lama trovasi diretto alquanto all'ingiù. Il manico ha una 
larga fenditura destinata a ricevere la vite che serve a fissarlo. 
La scanalatura in cui scorre il pezzo porlog^etti è dolcemente in- 
clinata , e per effettuare lo scorrimento di questo, avvi un ap- 
parecchio a vite micrometrica portato da una terza slitta (S), la 



(1) Thoha, Uebfr ti» Mieroiom. Virchow'a Arch. Bd. 84, p. 189-191; 
6 Joom. R. Microsc. Soc. London, ser. U, voi. Ili, 1883, p. 29&307. 
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quale sì può fissare col mezzo di una grossa vite a pressione in 
un punto qualunque del mierolomo. La punta della vite micro- 
metrica poggia contro una laminetta liscia di agata, fissata all'è- 
streiuità posteriore della slitta portc^etti. Alla metà della lun- 
ghezza di questa vite si trova un disco metallico, nella cui peri- 
ferìa sono incise 26 dÌTisioni lineari, ciascuna delle quali girando 
corrisponde ad uno spessore di sezione dì 0,001 "°". Questa vite 
micrometrica è stata ora anche perfezionata , giacché il disco 
porla in luc^ delle divisioni lineari altrettanti denti, su cui 
scatta una penna metallica; e cosi invece di dover lecere suUa 
scala lo spessore della sezione che sì desidera, questo si viene a 
conoscere per mezzo del romore, il quale ìndica il numero di dì- 
visioni che ha perccH-so la vite. É questo un vantaggio utile 
specialmente allorquando si tratta dì sezionare in serie, nel qual 
lavoro l'occhio è già abbastanza occupato. Se poi non si desi- 
dera una tale dispoflìzione, non si ha che cangiare la posizione 
di una leva e la penna non scatta più. 

È importante badare a che ogni singola parte, ma special- 
mente le superficie di scorrimento, sieno lubrificate col cosidetto 
olio di ossa, e sieno mantenute prive di polvere e di ruggine, se 
si vuole che lo scivolamento sia sempre uniforme e r^^lare. 
n microtomo costruitodal meccanico Schanze di Lipsia (Fig. 3) 
è ima felice combinazione dei due sistemi a vite ed a slitta ; il 
coltello viene mosso colla slitta, e r<^etto invece si innalza per 
mezzo di una vite verticale. È preferibile il modello fabbricato 
in ghisa nichelata a quello fatto d'ottone, giacché nel primo lo 
sfregamento è molto minore. D disco (S) porta una larga ruota, 
sui margini della quale si trova una divisione in gradi che per- 
mette di lecere fàcilmente di quanto il disco si gira ; ciascuna 
divisione corrisponde a un innalzamento dell'oggetto di '/ìm""- 
La testa della vite agisce anzitutto sulla lastra metallica P, la 
quale porta la morsa in cui si fissa l'ometto da sezionare. Due 
assi metallici, dispaiti ad angolo retto e provvisti ciascuno di 
nna vite a pressione, servono a piegare la morsa port(^etti in 
qualunque direzione, mentre un terzo braccio la fa girare attorno 
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al proprio asse e permette di innalzarla perpendicolarmente. 
L'innalzamento dell'oggetto non si compie adunque per azione 
diretta della vite: la qual cosa, se nuoce un poco all'esattezza 
ed alla r^olarità dell' elevazione , ha d' altronde il vsnlaggio 
che ralcool con cui si bagna il coltello non i^occiola sulla vile 
e non ne disturba il movimento. fLu niorsa è composta di due 
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branche parallele, cbo si avvicinano per mezzo di un'altra vite. 
Per fere sgocciolare l'alcool sul coltello, senza aver bisogno di do- 
verlo bagnare ogni volta con un pennello, e per avere libere 
le mani, si adatta con un sostegno sopra il coltello una bottiglia 
di vetro, munita dì un robinetto capillare che lasci cadere l'al- 
cool a goccia a goccia. 

Un altro apparecchio accessorio del microtomo, e da racco- 
mandarsi specialmente per sezionare i pezzi inclusi in paraf- 
fina, è quello destinato ad impedire l'accartocciarsi delle sezioni 



•fchnittstrecker], il quale si adatta sulla lama del coltello, come 
si vede nel disegno del microtonio di Thoma, ed è di varia 
forma secondo i fabbricanti. 

Fra le tante modificazioni proposte a questi microtomi, una 
abbastanza importante per la pralica delle sezioni in serie è 
quella dei microtomi cosidetti automatici. Il modello migliore 
di siffatti stromenti è finora quello costruito di recente dalRei- 
chert di Vienna (Fig. 4), fatto in guisa che l'oggetto da sezio- 




nare si eleva automaticamente nel modo che segue. La slitta che 
porla il coltello va ad urtare nella parte anteriore, ogni volta che 
si spinge in avanti dopo aver fatto una sezione, in una leva h, il 
cui braccio orizzontale (non visibile nella figura perchè situato 
posteriormente) si incastra nella ruota dentata Z e la fa girare 
di uno più denti. Appena cessa la pressione della slitta sulla 
1 appena il coltello comincia a tagliare, la spirale me- 
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tanica s tira indietro il braccio di leva dalla ruota dentata, e lo 
rimette in posizione per la sezione successiva. La misura del 
giro della ruota dipende dalla grandezza della spinta ricevuta 
dalla leva per Furto del coltello, e questa viene regolata per 
mezzo della vite b colla madrevite e. L'apparecchio è fatto in 
modo che il massimo, di che la leva può far girare la ruota 
ad ogni singolo urto del coltello, è di 10 denti, e questo mas- 
simo può essere ridotto, girando la vite b, di quanto si vuole, 
fino anche a far muovere la ruota di un sol dente ad ogni sin- 
golo urto. 

La parte inferiore (non visibile nella figura) dell'asse verti- 
cale della ruota dentata è foggiato a vite; ad ogni passo di 
questa, corrispondente ad un intiero giro della ruota, si ottiene 
un'elevazione di 0,75"^, e siccome sulla parte superiore dello 
stesso asse, foggiata a punta, riposa il portoggetti, questo viene 
naturalmente elevato di ugual misura. Alla periferia della ruota 
sono incisi 100 denti, cosicché ad ogni dente che gira corrisponde 
un'elevazione di 0,0075 "*"*, che è poi il limite superiore di sotti- 
gliezza delle sezioni che si può ottenere col microtomo automa- 
tico. Questo limite di sottigliezza, quasi teorico , non è del resto 
mai necessario per la pratica, e non si potrebbe neanche otte- 
nere, giacché sullo spessore delle sezioni influisce non solo l'in- 
nalzamento dell'oggetto, ma anche il grado di consistenza dello 
stesso e la finezza del taglio del coltello. Coi pezzi meglio in- 
duriti si possono ottenere sezioni di 0,004 — 0,006"" di spessore, 
ossia un tal grado di finezza da soddisfare a qualsiasi esigenza. Il 
limite inferiore è, come ho detto, di Vio ^^ S^^ della ruota, 
ossia di 0,075 "" di spessore delle sezioni. Se si vuole uno spes- 
sore maggiore, non si ha che togliere l'apparecchio automatico, 
ossia svitare la vite a e togliere la spirale s; si gira allora la 
ruota colla mano, e si legge per mezzo dell'indice ^ sulla divi- 
sione che trovasi alla periferia della ruota stessa il grado di inal- 
zamento; oppure si ascolta col rumore che fanno i denti nello 
scattare il numero di divisioni percorse, e quindi il grado di ele- 
vazione dell'oggetto. 



— 59 — 

In tutti questi microtomi si può nel luogo della morsa portog- 
getti adattare una piastra metallica, oppure una cassetta per la 
congelazione dei pezzi freschi; e con quest'apparecchio, utilissimo 
e indispensabile anzi per le ricerche microparassitologiche, si è in 
grado di ottenere sezioni di organi freschi, colorate e rinchiuse, 
in un quarto d*ora appena dopo la necroscopia. La superficie in- 
feriore della piastra, o cassetta che sia, viene colpita da un getto 
di etere, ridotto in polvere per mezzo di un polverizzatore ordi- 
nario, ed il pezzo anatomico che sta sulla superficie superiore si 
congela in pochi istanti. Si possono allora ottenere sezioni di qua- 
lunque spessore, come da un pezzo che sia stato già indurito, e solo 
è da avvertire di immergere lentamente nell'alcool le sezioni 
ottenute in tal modo, per impedire che si accartoccino, e di lasciar- 
vele prima di colorarle , fino a che si sono svolte tutte le bol- 
licine d'aria che si formano per l'atto del congelamento e suc- 
cessivo disgelo dei tessuti. 

Qualunque sia il microtomo che si adopera, lo spessore dei 
tfl^li dipende, oltre che dal grado di consistenza del tessuto, spe- 
cialmente dalla finezza del tagliente del coltello, il quale sfortu- 
natamente per la sua forma speciale ò poco adatto ad esser afil- 
lato sulla pietra da rasoi. Bisogna ben guardarsi dal dare ad affilare 
agli arruotini ordinari uno di questi coltelli, e bisogna invece eser- 
citarsi ad affilarlo da noi stessi. A tal uopo si prende una pietra 
bastantemente lunga e larga, e la si spalma di un miscuglio di 
glicerina e di alcool, le cui proporzioni dovrebbero variare se- 
condo la qualità della pietra, ma che in generale possono essere 
di 2 parti di glicerina ed 1 di alcool. Si poggia a piatto sulla 
pietra la lama del coltello nella sua parte più vicina al manico, 
e quindi si & strisciare col tagliente rivolto aU' innanzi, lenta- 
mente e senza premere, ma soltanto per forza d'adesione, in 
modo che si giunga alla fine della pietra coir estremità libera 
del coltello stesso. Si volta allora la lama sul dorso, e si torna 
indietro strisciando sulla pietra colle stesse avvertenze, per far 
ritomo nella posizione primitiva. Nel far ciò bisogna badare di 
non alzar mai dalla pietra il dorso del coltello, e di non esercì- 
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tare mai pressione di sorta, lasciando che il coltello stesso strisci 
per la semplice forza di adesione molecolare. Dopo 15-20 volte che 
si ò ripetuta questa manovra, si prova delicatamente sulla pelle 
della palma della mano distesa, se si è raggiunto il grado neces- 
sario di acutezza del tagliente, e quindi si adatta sulla slitta. Si 
può anche usare egualmente, per affilare i coltelli, la cote di 
cuoio su cui si trova distesa la pasta collo smeriglio. 

Anche nel fissare il coltello sul microtomo bisogna avere al- 
cune avvertenze. Il coltello deve essere situato in modo, che co- 
minci ad agire sul pezzo da sezionare col principio del ta- 
gliente e non urti in quello colla parte smussa, né cominci a 
tagliare col mezzo della lama. La seconda avvertenza è che, 
quando si è posto in sito l'oggetto, si deve ad ogni volta provare 
quale è l'angolo più favorevole che deve fare con quello il col- 
tello perchè la lama, corrispondentemente alla larghezza del 
preparato, venga utilizzata in tutta la sua lunghezza. 

Per quel che riguarda la fissazione del pezzo anatomico sulla 
morsa portoggetti, questa anzitutto può essere di varia forma e 
grandezza, ed è anzi necessario averne più di una di ricambio. In 
generale sono preferibili quelle morse che sono costituite da due 
branche parallele, avvicinabili fra di loro, e che si possano muo- 
vere e girare in qualunque direzione, in modo da poter situare 
Toggetto nella posizione più conveniente, tanto a riguardo del 
punto della lama che deve incominciare il taglio, come riguardo 
al piano di sezione del coltello stesso. In ogni caso il preparato 
deve essere situato ben fisso sulla morsa, e per far ciò lo si 
attacca colla soluzione di gomma, o colla cosidetta còlla li- 
quida sopra un pezzo di sughero tagliato ben liscio; oppure si 
mette colla gomma ft*a due pezzi dì midollo di sambuco, o di 
fegato amiloideo, o di cervello induriti nell'alcool, e quindi si 
immerge in questo liquido, il quale indurisce la gomma e (a si 
che il proparato (che devo ossero non molto grande) aderisca 
siouramonto al materiale cho servo a fissarlo. Condizione essen- 
ziale por avoiv buono sezioni ò ohe il ^hvv.o sia l>one indurito. 
Si può anche son/'alln> iv>rlo dinMtamonto iVa duo lamine di 
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fegato nella morsa, e quivi fissarlo colla vite in modo che sporga 
da quella di 1-2 ™. 

Nella maggior parte dei casi, specialmente se il preparato è 
bene indurito, si è in grado di fissarlo coi mezzi suesposti in 
modo da ottenerne senz'altro sezioni complete ed uniformi. In 
certi altri però, quando la superficie dell'oggetto è irregolare e 
si vogliono ottenere sezioni anche della superficie stessa , la si 
rende eguale coprendola di uno strato sottile di mucillagine di 
gomma, ponendovi su una lamina di fegato indurito e immer- 
gendo finalmente il tutto nell'alcool, per fare aderire il fegato 
alla superficie del preparato. Bisogna badare a che la gomma 
nell'alcool non divenga troppo dura e danneggi quindi il ta- 
gliente del coltello. Il Bizzozero ha trovato che per ottenere un 
indurimento giusto di quella sostanza, è adatto un alcool che 
abbia un peso specifico di 875. 

Si può anche usare con vantaggio il miscuglio di glicerina e 
gelatina proposto dal K 1 e b s. Si fanno rigonfiare nell'acqua 
10 gr. di gelatina purissima, si decanta l'eccesso di acqua, si fa 
sciogliere la còlla a moderato calore e vi si aggiungono 10 gr. 
di glicerina con qualche goccia di soluzione di acido fenico per 
conservarla. Questa miscela alla temperatura ordinaria è solida ; 
volendosene servire per lo scopo anzidetto si liquefa, se ne 
versa un poco sulla superficie del preparato fino a coprirne le 
disuguaglianze, si fa raffreddare e si tiene nell'alcool, fino che ha 
acquistato consistenza sufficiente per farne sezioni. 

Finalmente vi sono alcuni oggetti i quali o contengono cavità 
molto grosse (embrioni), oppure hanno un contenuto d'acqua 
troppo forte, o sono troppo grandi per acquistare coi mezzi or- 
dinari un indurimento sufficiente per essere tagliati in lamelle 
sottili: ed allora si ricorre ad un altro spediente, alla cosidetta 
inclusione (Einbettung) in mezzo a sostanze, le quali nello 
stato liquido penetrano non soltanto nei grossi spazii vuoti, ma 
anche nell'interno del tessuto stesso, e quindi solidificandosi 
per opera del semplice raffreddamento, o per l'azione dell'alcool, 
impartiscono al preparato un grado tale di omogeneità e di 
consistenza, che lo rende atto ad essere sezionato. 



Le sostanze che si possono adoperare per l'inclusione dei pre- 
parali sono assai diverse; qui però dobbiamo limitarci ad ac- 
cennare soltanto a quelle che offrono maggiori vantaggi, anche 
avuto riguardo allo scopo nostro speciale della ricerca dei mi- 
crorganismi nei tessuti. Queste sostanze sono la paraffina e la 
ceUoidUna. 

Inclusione in paraffina. 

I pezzi, precedentemente induriti nell'alcool assoluto e com- 
pletamente disidratati, si immergono anzitutto nel cloroformio, 
oppure negli olii essenziali diluiti coU'alcool in vario grado. Sic- 
come pare, per quanto non si sappia ancora in qual misura, che 
il cloroformio tolga a certi microbi la proprietà di combinarsi 
coi colori d'anilina, si può usare pel nostro intento l'olio di tremen- 
tina, o l'olio di bergamotto, o il petrolio. Il Prancotte(l) con- 
siglia di diluire questi olii nelle proporzioni seguenti: 
i voi. olio di trementina e 2 voi. alcool 

1 » » 1 . >. 

2 » » 1 . . 

Si tiene immerso il preparato in ciascuno di questi tre miscugli 
succedsivamente per qualche ora, e quindi si pone in una solu- 
zione satura di paraffina nell' olio di trementina, riscaldata nel 
bagno maria a 50° C. Dopo qualche tempo si immerge nella pa- 
railina pura, liquefatta a bagno maria, la quale va a sostituire 
l'olio etereo nell'interno dei tessuti, in un tempo variabile da 1 
a 12 ore, secondo la grandezza e secondo la qualità dell'obietto. 
Quest'ultima operazione deve essere compiuta in uno speciale 
apparecchio o cassetta riscaldata a temperatura costante, che 
deve essere regolata fra 45-50" C. Siccome vi sono varie specie 
di paraffina, che hanno un punto di fusione diverso, cosi se ne 
dorrà scegliere una che si mantenga liquida alla temperatura 



(1) Fbancotte, Iticrotomes et méthùdes d'inelusion l 
MicRWC, t. X, 1883.84, N» 3. p. ^. 
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anzidetta, nello intento di evitare che una temperatura più elevata 
alteri la tessitura del pezzo che si rinchiude. In generale si deve 
scegliere una paraffina che sia semitrasparente, che si rompa 
facilmente, ed il cui punto di fusione stia fra 45-50** C. 

Di questi apparecchi per la chiusura in paraffina ve ne sono 
di varii modelli ; come uno dei più comodi e dei più usati posso 
designare quello adoperato dal May er nella stazione zoologica 
di Napoli. 

Una volta compiuta l'operazione, si prende un pezzo di su- 
ghero, si circonda di carta in modo che questa formi al disopra 
del sughero stesso una specie di cassetta circolare, si fissa la 
carta al sughero con una punta metallica, e vi si versa la pa- 
raffina liquida, nella quale si adatta poi l'oggetto da sezionare nel 
modo più conveniente; si ricuopre con un nuovo strato di paraf- 
fina e si lascia raffreddare. Se il pezzo è grosso, si fa la stessa 
operazione entro una scatoletta di carta quadrangolare. 

Il metodo finora descritto è uno dei tanti che si sono pro- 
posti per fkre Tinclusione in paraffina, giacché esiste un numero 
grandissimo di modificazioni, la maggior parte delle quali 
hanno avuto piuttosto per risultato di complicare un processo 
che non offre in sé alcuna difficoltà, ed è assai comodo. Molto 
più spiccio, e altrettanto sicuro, è il metodo seguente del G les- 
ta ree ht modificato dal Yogt. I pezzi induriti nell'alcool asso- 
luto si immergono direttamente nel cloroformio, ove in principio 
galleggiano; vi si versa sopra a poco a poco una certa quantità 
di alcool, fino a che ricuopre il preparato, il quale si lascia li 
fra i due liquidi, finché sia compiuta la miscela degli stessi e 
il pezzo sia caduto al fondo del vaso. Questo accade in un 
tempo che varia secondo la grandezza e secondo la natura del 
tessuto, ma che in generale non sorpassa le 12 ore. A questo 
punto il preparato è già completamente imbevuto di cloroformio, 
ed é pronto perciò per esser messo in paraffina. 

Il Giesbrecht consiglia di immergerlo prima in una 
soluzione concentrata di paraffina nel cloroformio, riscaldata a 
bagno maria. Si può però fare a meno di questa parte dell'o- 
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perazioiie, e portare direllameole il pezzo dal cloroformio nella pa- 
rafQna liquefatta alla temperatura di 45-50° C. In questa si lascia 
per mezz'ora, o poco più, e quindi si estrae e si fissa senz'altro sul 
piatto del miorotomo (quello che serve per la congelazione) con 
una goccia di paraffina, 

Le sezioni dei pezzi incitisi in para/T'na si fanno senza 
hagnare il coltello coll'atcool. 

La parte più tediosa forse di questo processo è il trattamento 
successivo che devono subire le sezioni prima d'essere colorate. 
Appena queste si sono tagliate, impedendone l'accartocciamento 
per mezzo dell'istromento apposito adattato sul coltello (Schnitt- 
strecker), si portano nell'olio di trementina, in cui divengono 
presto trasparenti, sciogliendo la trementina in pochi minuti la 
paraffina di cui sono impregnale. Da qui si passano nell'alcool 
assoluto che si sostituisce alla trementina; dall'alcool assoluto 
si portano neU' alcool ordinario e da questo nel!" acqua, donde, 
dopo averle ben lavate agitando, si portano di nuovo nell'alcool 
assoluto per poi colorirle coi metodi ordinari. Non bisogna di- 
menticare quest'ultimo momento dell'operazione, poiché è indi- 
spensabile, per la buona riuscita della colorazione, che le sezioni 
passino direttamente dall'alcool assoluto nel liquido colorante, 

L' inclusione in paraffina è quella che permette di fare le 
sezioni pili sottili, ed in serie regolari, di qualsivoglia organo e 
tessuto, anche se questo è formato da parti discontinue. Il pro- 
cesso è inoltre così semplice, che riesce dopo poc'ne prove anche 
per mano dei poco esperti, cosicché in breve tempo è addivenuto 
il più diffuso e il preferito da tutti. A lato di questi vantaggi 
però avvi anche l'inconveniente della temperatura elevata a cui 
si devono asao^ettare gli oggetti per un certo tempo, il che talora 
rende duri e fì'ìabili i tessuti e fors'anco li altera, diminuendo 
in pari tempo l'afBnità di certi microparassili pei colori d'anilina. 

Inclusione in celloidina. 
È questo forse il metodo più confaciente pel nostro genere 
di ricerche, gìaccliè non richiede una temperatura elevata ed è 



— 65 — 

più semplice il trattamento successivo che devono subire le sezioni 
prima d'essere colorate. 

La prima idea di questo processo è dovuta a Latteux (1), 
il quale incluse i capelli nel collodion per farne sezioni. In se- 
guito il Duval (2) ha usato l'inclusione nel collodion dei pezzi 
induriti nell' alcool e trattati quindi coli' etere. Ma il metodo 
acquistò diffusione dopo che Schiefferdecker (3) ha usato, 
invece del collodion preparato per l'uso fotografico, la celloidinaj 
sostanza simile al collodion, che è posta in commercio sotto forma 
dì lamine solide (4). 

La celloidina- si scioglie in una miscela a parti eguali di etere 
e di alcool assoluto. Lo Schiefferdecker consiglia di pre- 
pararne due soluzioni, una di consistenza sciropposa e l'altra più 
tenue, e di immergere gli oggetti prima nella soluzione tenue 
e quindi in quella più densa, tenendoli anche precedentemente 
immersi nell'etere, se sono difficilmente permeabili. Più semplice 
però è di tenere immerso il preparato, ben disidradato in pre- 
cedenza nell'alcool assoluto, in una soluzione di celloidina a 
consistenza sciropposa, per un tempo variabile secondo la gran- 
dezza e secondo la natura del tessuto. In generale è da consi- 
gliare di fare pezzi piccoli, e di lasciarveli per 24-48 ore. Si pre- 
para quindi una cassetta di carta attorno a un pezzo di sughero, 
nella maniera esposta per l' inclusione in paraffina, e vi si versa 
dentro la celloidina ed il preparato, disponendolo nella posizione 
che si desidera. Si lascia evaporare un^poco, e quando si è for- 
mata alla superficie una pellicola solida di celloidina, si pone 



(1) Latteux, Manuel de technique microscopique, 1, p. 236. 

(2) Duval, Sur Vemploi du collodion humide ponr la pratique des 
coupes microscopiques, Journ. de TAnat. et de la Physiol. t. XV, 1879, 
pag. 185. 

Ci) ScHiEPPEROEGRER, UebcT die Verwendung des Celloidines in der 
mikroskopischen Technik^ Arch. f. Anat. und Phys., I Abth. 1882, p. 199. 

(4) La celloidina si può ora acquistare dagli stessi fabbricanti o riven- 
ditori tedeschi, indicati per le materie coloranti. 
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neiralcool a 70-80 7o» avvertendo di attaccare al sughero un 
pezzo di metallo perchè stia sommerso. La celloidina dopo 24-48 
ore di soggiorno nell'alcool ha già acquistato la consistenza neces- 
saria per fame sezioni, ed i pezzi si possono conservare nel li- 
quido suddetto anche lungamente. 

Si può anche porre semplicemente il pezzo imbevuto di cel- 
loidina nell'alcool, e quando sia indurito, fissarlo sul piatto del 
microtomo con una goccia di paraffina o colla celloidina stessa. 

Per fare le sezioni dei pezzi cosi preparati, si bagna il coltello 
coll'alcool ordinario e quindi, se si vuol togliere la celloidina dai 
tessuti, si pongono le sezioni stesse nel miscuglio di alcool e di 
etere a parti eguali e da qui nell'alcool assoluto per poi colorirle. 
Volendo ottener© la colorazione dei microrganismi è necessario 
fare quest'ultima operazione, giacché la celloidina si colora ab- 
l)astanza intensamente coi colori d'anilina, mentre invece si 
colora poco o niente col carminio e coll'ematossilina. Ma quando 
si vuol fare la colorazione con queste due ultime sostanze, 
basta mettere le sezioni nell'alcool e nell'acqua, e rischiararle 
infine coU'olio di bergamotto, o d'origano, o di legno di cedro. 

Anche l'olio di garofani scioglie la celloidina, sicché si con- 
siglia dagli autori di adoperare altri olii essenziali, invece di 
questo, per rischiarare la sezione dei pezzi inclusi in celloidina. 
Io ho provato però a colorire i tessuti imbevuti di celloidina coi 
colori d'anilina, come d'ordinario, ed a trattarli poi coU'olio di 
garofeni, precisamente nell'intento di fare sciogliere la celloidina 
stessa, senza bisogno di immergere prima le sezioni nel miscuglio 
di alcool e di etere. Ne ho difatti ottenuto preparati bellissimi e 
privi di quella sostanza, ma ho anche osservato che certe specie 
di microparassiti non si colorivano più che pochissimo, dopo 
l'inclusione in celloidina. 

Piccoli stromenti. 

Per quel che riguarda gli altri stromenti necessari per la ma- 
nualità di queste ricerche, una parte degli stessi sono comuni alle 
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ordinarie manipolazioni istologiche; tali, ad es., gli aghi, le spa- 
tole, le forbici, le pinze, i vetri da orologio, le capsule di vetro 
e di porcellana, e cosi via. Sonvene però alcuni speciali, destinati 
in parte alla ricerca dei microbi nell'aria, nell'acqua e nel ter- 
reno, ed in parte alla sterilizzazione degli stromenti ed alla pre- 
parazione dei materiali nutritivi. 

È necessario anzitutto tenere una busta speciale di stromenti 
per le necroscopie degli animali sui quali si sono praticati gli 
innesti, stromenti che si è spesso costretti di rinnovare in causa 
del deterioramento inevitabile che subiscono nell'essere arro- 
ventati ogni volta che si adoperano. 

Apparecchi per la preparazione 
delle sostanze nutritive e per le culture. 

Degli apparecchi speciali che si adoperano per lo studio dei 
microparassiti, alcuni servono per isterilizzare gli stromenti, altri 
per la preparazione delle sostanze nutritive e per la sterilizza- 
zione delle stesse, ed altri infine, detti stufe o termostati, servono 
per le coltivazioni artificiali dei microbi fuori dell'organismo, le 
quali debbono essere mantenute a un moderato grado di calore 
costante. Finalmente ve ne ha pure di quelli destinati alle ri- 
cerche speciali dei germi contenuti nell'aria, nell'acqua e nel 
terreno; ma di questi credo più conveniente fare la descrizione 
parlando dei relativi metodi di ricerca, specialmente per evitare 
inutili ripetizioni. 

Debbo premettere anzitutto che questi apparecchi, introdotti 
per la maggior parte dal Koch pel suo metodo speciale di 
ricerca, non sono tutti assolutamente indispensabili ; dirò anzi che 
oggidì, volendo porre questi metodi alla portata di tutti e special- 
mente dei medici pratici, i quali nei villaggi non possono avere 
i mezzi e le comodità di un gabinetto sperimentale, si cerca di 
ridurre l'uso di stromenti speciali al minimo possibile, sostituen- 
done alcuni con oggetti che si possono facilmente avere fra mano, 
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e Èicendo la disiiifezione degli i^getli nel modo più semplice, 
ossia col calore dirello d'una fiamma a spirilo od a gaz. Tuttavia I 
è a dirsi che, quando le ricerche devono avere una durata tran- 
sitoria ed uno scopo semplicemente diagnostico, come quando 
ad es. si tratta di fare la diagnosi d'un primo caso di colèra. 
possono anche le manipolazioni venire semplificate, ed essere tolta 
cosi la necessità di ricorrere a certi stromenli; ma allorquando ' 
si voglia intraprendere uno studio esatto, metodico e necessaria- 
mente continuato per un certo tempo, trattandosi di ricerche in 
cui si è circondati da cause d'errore innumerevoli, sarà bene di 
munirsi di tutto il necessario, che permetta di condurre i lavori 
con quel rigore scientifico che è la base indispensabile di qual- 
siasi studio serio. 

Per isterilizzare nell'aria secca a 150-160° C. gli c^gettì di 
vetro ed alcuni stromenti metallici serve la cosidetta stufa ste- 
l'Uizzatrtce a doppia parete (Doppelwandige Sterilisirungskasten 
del Kochl, che può essere fetta tanto di lamiera di ferro, come 
di rame. Il modello ultimo, ed il meglio costrutto per lo scopo a 
cui deve servire, ì.: quello rappresentato dalla fig. 5. quale è 
stato ultimamente costruito dal 
Rohrbeck di Berlino in modo 
speciale, per ottenere nell'interno 
dell'apparecchio un riscaldamento 
uniforme. La cassetta a doppia 
parete, provvista dei tubi necessari 
a portare il termometro ed il ter- 
rnoi'egolatore, viene chiusa ermeti- 
camente da una porta parimenti 
a parete doppia munita di fori, i 
i]uali corrispondono , quando si 
chiude, con quelli che esistono 
nelle pareti della cassetta, e per^ 
niellnno cosi la circolazione libera, 
dell'aria in tutto lo spazio inU?t-— 
parietale. Nella parte inferiore 
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una specie di anticamera di riscaldamento, formata da due parti 
sovrapposte; nella parte inferiore di questa Taria si riscalda in 
contatto del fondo, sotto il quale arde la fiamma del gaz , per 
passare quindi attraverso la parte superiore forata e andare nello 
spazio interno. La parete esterna della cassetta ha poi nella parte 
inferiore un largo foro, attraverso il quale passa la fiamma per 
andar a toccare il fondo della camera di riscaldamento, mentre 
nella parte superiore è munita di una serie di fori, sui quali 
scorre una lamina con altrettanti buchi corrispondenti, destinati 
a regolare la velocità della circolazione dell'aria contenuta nello 
spazio interparietale. Quando Tapparecchio è in azione. Paria ri- 
scaldata neiranticamera passa nello spazio interno, ove sono con- 
tenuti gli oggetti da disinfettare, e da qui per le aperture supe- 
riori nello spazio interparietale. Nell'interno della stufa sonvi due 

più lastre di ferro amovibili, provviste di fori, destinate a 
portare i piccoli oggetti da sterilizzare. 

L'altezza e la larghezza di questa stufa variano secondo il 
bisogno. Le pareti possono essere rivestite di feltro o di asbesto. 

1 tubetti da saggio lavati e chiusi con ovatta, come in appresso, 
si pongono nei cestini fatti di rete di fil di ferro zincato, e si fanno 
riscaldare per 1-2 ore a 150-160** C, non calcolando il tempo 
necessario al riscaldamento. Le capsule di vetro, le bottigliette 
coniche, ecc. si pongono direttamente sul fondo della cassetta o 
sulle lastre forate, oppure si mettono tutte entro un grosso reci- 
piente di vetro ben pulito e chiuso con ovatta, per conservarle 
pure anche dopo di averle sterilizzate, fino a quando si adoperano. 
Gli oggetti di gomma, tappi e tubi, ed 1 liquidi o le sostanze in ge- 
nere che servono da substrato materiale per le culture, e che si 
alterano a temperature elevate, devono essere sterilizzati nella 
corrente di vapor d*acqua a 100®, il quale dalle ricerche di Koch, 
Gaffky e Lóffler(l) è stato provato cosi efficace nella pratica 
delle disinfezioni. 



(1) Koch, Gaffky u. Lòfflbr, Verstiche ùber die Verwerthbarkeit 
heisser Wasserddmpfe zu Desinfectionszwecken. Mittheilungen aus dem 
Kaiaerlichen Gesundheitsamte, Bd. I, p. 322, 1881. 
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A questo scopo serve l'apparecchio rappresentato dalla Fig.tì, 
il cosidetto apparecchio sterilizzalofe a vapore ( Dampf-Sterilisi- 
rungsapparat del Koch). Questo consiste essenzialmente in un 
bagno d'acqua, a fondo largo perchè 
i>ffra una grande superficie di riscal- 
damento, sopra il quale sia unito unci- 
lindro di lamiera di zinco, rivestito di 
feltro o di asbesto per impedire la 
dispersione del calore. In fondo a ijue- 
sto cilindro, al disopra del bagno d'ac- 
qua, è situata una graticcia di latta 
destinata a sostenere le cestine coi 
tubi d'assa^io, o il recipiente per 
cuocere le patate, o qualsiasi altro og- 
getto che si voglia sottoporre all'a- 
zione del vapore a 100° C. Il coper- 
chio è provvisto di un tubo pel ter- 
mometro, il quale è infisso in un 
sughero che ha un altro foro per 
l'escila del vapore acqueo. Bagno e 
Fig. n — sieiiiiiutore t iipon. Cilindro riposano su di un treppiede 
di ferro, circondato da un mantello 
metallico che impedisce la dispersione del calore e serve a di- 
minuire il consumo del gaz. 

Per adoperarlo si riempie di acqua fino ai 3/4 circa la parte 
dell'apparecchio situata al disotto della graticcia di latta (il livello 
dell'acqua è indicato dal tubo di vetro esterno), si riscalda con 
una fiamma di gaz, e quando il vapore che ne esce ha raggiunto 
i 100", allora vi si colloca dentro un recipiente apposito, con fondo 
fatto a graticcia, nel quale si son posti i tubetti, o le bottiglie 
contenenti le sostanze di nutrizione da sterilizzare, oppure le 
patate ila cuocere. 

Se questo apparecchio ò grande, e se si vuole che il vapor 
d'acqua raggiunga realmente i 100' C, si aggiunge all'acqua 
una certa quantità di sale di cucina. 




— 71 — 

Per cuocei'e e sterilizzare le patate, e per ottenere la steri- 

lEzazione della maggior parte delie soluzioni nutritive, basta 

^'lasciare agii-e il vapor d'acqua a 100° G. per 3/4 O'ora a 1 ora, 

sempre calcolando il tempo dal momento in cui il termometro 

segna la temperatura suddetta, oppure, senza bisogno di osservare 

il termometro, dal momento in cui si vede il vapore acqueo escire 

■ in gran copia dal foro del sughero e dai conUffni del coperchio. 

I Per collocare nell'apparecchio e per tirar fuori comodamente il 

I recipiente che vi è dentro, sì lega il manico di cui è provvisto 

I con una funicella che si avvolge all'estremità superiore del ci- 

tlindro, fissandola su appositi uncini {V. Fig.). 

Per isterilizzare il siero del sangue, che è il mezzo di nu- 
I trizione più adatto pei microrganismi patogeni, e che d'altronde 





1 non potrebbe essere sterilizzato nella corrente di vapor d'acqua, 
perchè al disopra di 65-70° C. divien solido e a temperature anche 
superiori si intorbida, il ICoch ha fatto costruire un altro appa- 
recchio (Blutserumsterilisirungsapparat), di cui si vede la figura 
i disegnata (Fig. 7). Anche questo consta essenzialmente d'un 




cilindro a parete doppia rivestila di feltro, chiuso da ogni partv. 
Nella sezione verticale si vede che dal centro del fondo ai eleva 
un tubo, che serve a mettere l'acqua nello spazio interparietale 
del cilindro, il quale si riempie fino alla metà circa dell'altezza. 
Lateralmente e in alto trovansi alcuni fori, destinati a dar esito 
a quel po' di vapore che si svolge durante il riscaldamento del- 
l'apparecchio. 

Il cilindro è munito d'un coperchio, pure a doppia parete, 
il quale ha lateralmente un tubo corto la cui cavità comunica 
collo spazio interparietale del coperchio atesso, e serve a ri- 
scaldare, mercè di apposita fiamma, l'acqua che vi è contenuta. 
L'acqua che si trova nello spazio interparietale del cilindro \iene 
riscaldata da una seconda fìamnia, situata sotto al cilindro stes.^ 
e circondata da una specie dì mantello metallico, come nell' ap- 
parecchio di sterilizzazione a vapore. Nel coperchio vi sono tre 
fori: quello mediano è destinato a ricevere il tubo che si eleva 
dal fondo del cilindro, e porta un termometro che misura 'la 
temperatura dell'acqua contenuta fra le due pareti di quello; 
uno dei tubi laterali comunica coli' intemo della doppia parete 
del coperchio, ed anche questo è destinato a portare un termo- 
metro che indica la temperatura dell" acqua quivi contenuta ; 
il terzo finalmente attraversa tutto il coperchio, e porta un 
terzo termometro per os-servare la temperatura dell'interno del 
cilindro. 

Per mettere in azione l'apparecchio, si riscalda prima a &)° 
colle due fiamme situate come sopra e si collocano quindi entro 
il cilindro 1 tubi contenenti il siero da sterilizzare, mantenendo 
costante per 2-;ì ort' la temperatura dello spazio interno a circa 
58° C, e ripetendo la operazione per sei ad otto giorni con- 
secutivi. La temperatura costante di 58* deve essere raggiunta 
dal siero rapidamente, e si consiglia per ciò di porre a steriliz- 
zare non molti tubi in una volta. Perchè il siero non solidifichi, 
ciascuna operazione non deve durare più di 3-4 ore, e la tem- 
peratura non deve superare mai i 60° C. Questo processo, cosidetto 
dt slerilizzazione (Hscontìnwa, proposte per la prima volta dal 
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' Tyndall per i liquidi che si alterano o che coagulano alla tem- 
peratura dell'acqua bollente (inlViso di fieno), è basato sul fatto che 
i microi^anismi viventi alla temperatura in cni l'albumina coa- 
gula, ed anzi a temperature anche inferiori, muoiono, mentre le 
spore con questo g^rado di calore non vengono uccise ma germo- 
gliano. Si comprende così come ripetendo l'operazione per pa- 
»:hì giorni consecutivi si uccidono a mano a mano ì mìcrobi 
ihe si sviluppano dai germi, finché si giunge ad ottenere quella 
terta sostanza priva di qualsiasi impurità. 

Il siero cosi sterilizzato, se si vuol conservare, è bene lasciarlo 

[uido, poiché anche se perde un po' d'acqua per evaporazione, 

ton si altera per nulla nelle sue proprietà. Quando però si voglia 

k>lidJ9care, per avere un terreno di nutrizione solido e traspa- 

mte. s'adopera un apparecchio speciale parimenti ideato dal 

Koch, e che è rappresentalo dalla Fig. 8. Questo apparecchio 




M composto da una cassetta metallica a doppia parete, riempita 
n'acqua e rivestita come al solito di feltro. Nella parte superiore 
l'della doppia parete vi sono due tubi ; uno serve per versare l'acqua 
ft^Ilo spazio ini er pari e tale, e l'altro per portare un termometro 
'ohe misuri la temperatura dell'acqua. Il coperchio è fatto di 
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vetro per poter osservare i tubi che vi son dentro. Accanto a 
questi si pone entro la cassetta un altro termometro, per misu- 
rare la temperatura dell'aria che vi si contiene. Per ottenere 
che il siero di sangue abbia una superficie estesa, più adatta 
cioè per lo accrescimento dei microparassiti e per potervi pra- 
ticare colFago di platino gli innesti a strie, noir intento di far 
crescere i germi separati Tuno dall'altro, i due piedi anteriori 
della cassetta possono venir accorciati a piacimento, per dare a 
questa e ai tubi che vi son dentro una posizione obliqua. É evi- 
dente allora che il siero del sangue si disporrà entro i tubi 
obliquamente, e quando si è solidificato, la superficie libera sarà 
grande più o meno a seconda delia maggiore o minore inclina- 
zione dei tubi stessi. In generale si tiene la cassetta in posizione 
talmente obliqua, che il siero giunga fino al terzo superiore del 
tubo, senza però che arrivi a toccare il cotone che lo chiude. 

La temperatura a cui il siero del sangue diviene solido senza 
perdere la sua trasparenza, e il tempo necessario alla sua soli- 
dificazione non si possono precisare esattamente, poiché variano a 
seconda deiranimaie da cui si è preso il siero, e a seconda del 
suo contenuto di acqua. Si può dire però che in generale il sieri> 
del sangue di agnello coagula più piaste, e più lentamente invece 
quello di vitello» che il tempo varia da i/2 a 1 ora e la tempe- 
ratura oscilla tra 05-75* CL: cosicché quando il calore intemo è 
giunto a 05* C bisogna ùccio aumentare lentamente e con cautela. 
K necessario perciò di esercitare un* oesservazìone continua, agi- 
tando di tanto in tanto la cassaetta, oppure prendendo in mano 
i singoli tubi, per veliere $e il liquido diviene consistente. Lo 
stesso siero anche nei diversi tubi si solidifica in tempi diversi: 
appena si è verificato il Oi>aguljiraonto in un tubo, lo si deve 
sulìito t^straiTe* avellilo anzi lavvorteuTa a ohe ri-sti nel fondo 
una parte di sien> liquidvv il quale :^rve a >k>pperire alla perdila 
di acqua che ^ <;ì jv>i inevitabìlmonti- jxt o\*;ìpt>rar.iòr:e attraverso 
il piumaocivMo di ^.vtono, iv^ndoiiiio Or^l torr.jv iì siero iinpn.ìprio 
allo <vihiviv> dei nìiorv^bì. Si> vi :..ar.tio:u- a v.r.a Uiv.jvratura 
ihi iv»* iVS' r... il siorv^ Ov\i^*:ula i ;;; u r.:A:v.t ::U\ :.-.a ooiis^-rva 
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) la sua Iraspareiiza; lauto più la temperatura si avvicina 
8 To' e tanto più presto avviene la coagulazione, ma il siero 
diventa leggermente opaco. Se poi la temperatura va al di là 
^di 75°, il siero si fa torhiilo e non è più servibile. 

Stufe. 



Per mantenere le culture a una temperatura moderata co- 
stante che ne (kvorisce lo sviluppo, si hanno i cosidetti teiiìiO' 
stati o stufe a temperatura costante. Ve ne sono di vai'ie specie. 
Uno dei più semplici è costituito da una cassetta quadrangolare 




rfetlamente uguale a quella descritta disopra, ma di maggiori 

l^imensioni e fornita dì un termometro e di un termor^olatore. 

Fia stufe più comunemente adoperata, che serve assai bene se 

Va vuole avere una lemperalura veramente costante, è quella di 

Arsonval (Pig. 9), nella quale le oscillazioni dì temperatura 



sono quasi inapprezzabili, giacché non arrivano chtj a 0,1* C. o 
poco al di là. 

Nella figura si vedono disegnati separatamente l'apparecchio 
d'Araonval e il termoregolatore a membrana di Schlosing che 
vi è unito. Il primo è composto da un cilindro a parete doppia con 
un lai^o spazio interstiziale destinato a ricevere una grande quan- 
tità di acqua ; questo cilindro si continua iu basso con una super- 
fìcie di riscaldamento conica, a parete doppia, che termina in un 
tubo piuttosto largo. Il fondo di questo tubo è provvisto di fenditure, 
le quali si possono allargare e restringere per mezzo d'un disco 
mobile, munito esso pure di fenditure corrispondenti, e servono 
a regolare l'ingresso dell'aria nell'interno della stufa. Nel punto 
d'unione dplla parte cilindrica colla parte conica dell'apparecchio 
è situata una graticcia, sopra cui si posano i vasi conlenenti le 
culture. Lateralmente , vicino al mainine superiore del cilindro, 
trovasi il termoregolatore a membrana di caoutchouc, qui sotto 
descritto. Si riempie dal foro superiore lo spazio interparietale 
del cilindro con acqua bollila (priva d'aria), in modo che nep- 
pure una bolla d'aria vi rimanga dentro; e questo si ottiene me- 
diante la disposizione obliqua della superficie superiore del cilin- 
dro stesso. 

11 coperchio è parimenti a parete doppia ed è fornito di 
quattro fori, dei quali due lo attraversano in tutto il suo spes- 
sore, e due immettono nella cavità interparietale del coperchio 
slesso. Quest'ultimo si riempie di acqua, e se ne misura la tem- 
peratura con un termometro posto in uno dei fori anzidetti. Con 
un altro termometro, che attraversa tutto il coperchio, si misura 
la temperatura dello spazio interno della stufa. 

Il termoregolatore a membrana di Schlosing (Fig, 9 A) 
consta essenzialmente di due camere a e 6, di cui la prima (a), 
fissata al cilindra, è in comunicazione a)lla cavità interparietale 
del medesimo piena d'acqua, ed !ì divisa dalla camera propria 
del termoregolatore (b) per mezzo di una membrana di caout- 
chouc, disegnata nella figura come una linea oscura, la quale è 
tenuta distesa da sei viti (k). Alla camera b ó unita ermetica- 
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mente mediante alcune viti la capsula e, entro la quale scorre, per 
mezzo d'una vite e di una madrevite, il tubo d che serve per Taf- 
flusso del gaz dal contatore. Sulla porzione interna di questo tubo 
scorre a dolce sfregamento un altro tubo sottile, sovrapposto (/*), 
che termina con una lamina, la quale è spinta contro la mem- 
brana di caoutchouc per mezzo della spirale h. Il tubo d ha 
poco lungi dall'apertura interna un piccolo forellino di 1/2 
millimetro dì larghezza , che permette il passaggio del gaz 
anche quando la membrana chiude completamente la estre- 
mità del tubo stesso, facendo si che le fiammelle disposte a cer- 
chio sotto la stufa possano bensì diventar piccole, ma non spe- 
gnersi del tutto. Un tubo di caoutchouc deve porre in comunica- 
zione il tubo di deflusso n del termoregolatore col tubo /) fissato 
alla parte inferiore della stufa , che porta le fiammelle ; un 
altro tubo deve collegare quello di afflusso d colla sorgente del 
gaz, la quale deve essere fornita di un regolatore della pressione, 
per togliere le oscillazioni periodiche della stessa. 

Per portare l'apparecchio ad una data temperatura costante, 
ecco come si procede. Si riempie, come ho detto, completamente 
di acqua bollita lo spazio interparietale del cilindro e si colloca 
nell'apertura sua superiore un termometro, in modo però che l'ec- 
cesso di acqua, che si ottiene pel riscaldamento e per la dilatazione 
della stessa, possa escire liberamente da quell'apertura. Si ri- 
scalda l'acqua fino al grado di temperatura che si desidera ; si 
toglie allora il termometro, si riempie con altra acqua lo spazio 
lasciato vuoto da quello finché l'acqua trabocca, e vi si caccia 
dentro un sughero che porta il tubo di vetro capillare e. L'acqua 
sale nel tubo fino a una certa altezza che si deve notare, perchè 
deve essere mantenuta sempre la stessa. In tal guisa l'apparec- 
chio resta definitivamente regolato per quella data temperatura , 
ed in qual maniera ciò avvenga si spiega facilmente osservando 
la costituzione del termoregolatore. Finché infatti l'acqua trova 
libero sfogo dall'apertura superiore del cilindro, il gaz ha libero 
afflusso e la temperatura seguita ad elevarsi; ma appena in quel- 
l'apertura si adatta il tappo col tubo di vetro e, la colonna di 
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acqua quivi contenuta esercita una pressione ognora crescente 
sulla membrana dì caoutchouc, pressione che vincendo la elasti- 
cità della spirale opposta, spinge sempre di più la membrana 
presso l'orifizio del gaz, regolandone in tal modo Tescita. 

Nel momento in cui si toglie il termometro e si colloca il 
tubo, la membrana deve andare a toccare l'apertura interna 
del tubo di afflusso del gaz , sicché questo non passa più che 
per la piccola apertura del tubo che è larga 1/2 mm. , e le 
fiammelle diventano perciò neU'istesso istante più piccole. Se 
questo non accade, ciò vuol dire che il tubo di afflusso d trovasi 
troppo distante dalla membrana di caoutchouc, ed allora non si 
ha che avvitare il tubo stesso finché si vedono le fiamme dimi- 
nuire, e fissarlo in questa posizione per mezzo della piccola con- 
trovite m. 

Una volta regolato l'apparecchio per una certa temperatura, 
si può spegnere e riaccendere ripetutamente le fiamme e si é 
sicuri di ottenere sempre di nuovo il medesimo grado di calore. 
Soltanto bisogna badare a che la colonna d'acqua nel tubo e 
abbia sempre la stessa altezza, segnata al momento in cui si pone 
nell'apparecchio, perché eserciti sempre la stessa pressione sulla 
membrana di caoutchouc; e siccome per evaporazione si perde 
acqua continuamente, bisogna di quando in quando aggiungerne 
fino all'altezza stabilita. 

Questo termoregolatore che va unito alla stufa d'Arsonval 
è abbastanza esatto, giacché, usando tutte le avvertenze suac- 
cennate, si possono limitare le oscillazioni della temperatura a 
0,1-0,2" G. Non si adatta però fecilmente a tutti gli apparecchi, 
ed anzi per lo altre stufe si adoperano generalmente altri regola- 
tori, che sono più semplici ed anche più comodi da mettersi 
in uso. 

Di questi mi limiterò a descrivere i due più comunemente 
usati, quello cioè di Reichert e quello di Lothar Meyer (1). 



(1) Lothar Meyer, Berichte d. d. cheni. Gesellschaft, i883, p. 1089. 
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Nel torraoregolatore di Reichert (Fig. 10) l'apertura di 
afflusso del gaz viene regolata per mezzo della dilatazione del 
mercurio, operata dal riscaldamento. È composto di un vaso C, 
pieno di mercurio che si continua con un tubo termometrico, il quale 
si allarga in alto in un cilindro; in questo si immette a tenuta 
d'aria il tubo A per l'afflusso del gaz, fino a 
che con la sua estremità tocca il principio 
del tubo termometrico. 11 gaz va poi alla 
lampada passando pel tubo B attaccato al 
cilindro. Per regolare l'apparecchio avvi late- 
ralmente al tubo termometrico un altro tubo, 
egualmente pieno di mercurio, e chiuso da ^ 
una vite di ferro S che si muove facilmente. 

Ecco come si adopera l'istromento. Il 
tubo d'afflusso A si gira in modo che la sua 
piccola apertura a corrisponda esattamente 
all'apertura del tubo di efflusso B. La vite S 
deve essere disposta in modo che allorquando 
si è ottenuto quel grado di temperatura che 
si vuol mantenere costante, il mercurio arrivi 
precisamente all'estremità superiore del tubo 
capillare; si spinge allora in su il mercurio 
finché la fiamma comincia appena a diventare piccola, e l'ope- 
razione è terminata, giacché il tubo A vien chiuso dal mer- 
curio, e la fiamma non vien più alimentata che per mezzo del 
foro a. Si può anche variare, corrispondentemente alla tempera- 
tura che si desidera, la grandezza della fiamma stessa girando 
il tubo d'afflusso A, in modo che l'apertura a corrisponda più o 
meno completamente al tubo di efflusso. 

Dopo qualche giorno che si usa, bisogna avere l'avvertenza 
di togliere con un pennello dalla superficie del mercurio il de- 
posito polverulento, che vi si forma in causa delle impurità del 
gaz, il quale altrimenti altererebbe la sensibilità dell'apparecchio. 
Le oscillazioni di temperatura che si hanno con questo regola- 
tore sono di circa 0,2* G. 



Fig. 10. 
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li regolatore di Lottar Meyer (Fig.il) agisce per mezzo 
della dilatazione del vapore di un liquido, il cui punto di ebollizione 
non oltrepassa il grado di temperatura che si deve raggiungere 
nell'apparecchio. Senza dilungarmi in ulteriori descrizioni, dirò 

che per usarlo si unisce Testreraità superiore ri- 
piegata del tubo regolatore q colla sorgente del 
gaz, il tubo p con una lampada a gaz, e si pone 
yO il regolatore vicino ad un termometro normale 
^ entro un largo bicchiere di vetro pieno d'acqua, 
che si riscalda cautamente fino alla temperatura 
che si vuole nell'apparecchio per le culture. In 
questo momento si spinge il tubo regolatore nel 
mercurio sottostante finché la fiamma del gaz di- 
venta piccola, notando sulla scala a millimetri 
che è unita al regolatore cotesta posizione. A questo 
punto si colloca l'istromento nella stufa, la quale 
si riscalda gradatamente fino a quella data tem- 
peratura. 

Altri regolatori vi sono che agiscono per mezzo 
della dilatazione dell'aria, o colla membrana di 
Schlosing, per mezzo della elettricità, dei 
quali omettiamo la descrizione perchè il prin- 
cipio per cui agiscono è in tutti quasi lo stesso. 
La stufa d'Arsonval anzidescritta funziona bene, ma ha 
l'inconveniente che serve a contenere un numero limitato di 
culture, e specialmente non è adatta a contenere le grosse cam- 
pane di vetro colle patate. A tale uopo nel laboratorio del D."* 
Frobenius in Monaco di Baviera ho visto adoperare un ter- 
mostato grande foggiato ad armadio con parecchi ripiani, a parete 
doppia, aventi il termometro e il termoregolatore nella parete 
superiore, come al solito. La costruzione di questo apparecchio e 
il modo di usarlo non hanno nulla di speciale, e basta quindi per 
comprenderlo il semplice disegno qui presente (Fig. 12), che è stalo 
riprodotto da un apparecchio consimile che si adopera nel labora- 
torio di anatomia patologica di Torino. Posso aggiungere soltanto 



Fig. 11. 
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y che un tale termostato è assai comodo, perchè dà agio di fare 
|t contemporaneamente un gran numero di coltivazioni nei mezzi 
|di nutrizione i più svariati. 




Ancora una particolarità praticamente interessante a pro- 
I posilo dell'uso di questi apparecchi. Il Koch per ovviare al pe- 
ricolo che si formino miscugli di gaz esplosivi, nel caso che si 
spengano le piccole fiammelle della stufe e il gaz si diflbnda 
per lungo tempo nell'atmosfera, ha fatto recentemente costruire 
I una speciale lampada a gaz, la quale chiude da se stessa l'af- 
i90 di questo, non appena per un accidente qualsiasi la fiamma 
' si spegne. Queste lampade del Koch sono poste in vendita dal 
Muencke di Eterlino (Louiseosti'. 58). 
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Stromenti accessori. 



Oltre questi grandi apparecchi, avvi poi una serie dì altri 
piccoli oggetti che hanno un*importanza secondaria, ma che sono 
tuttavia assai comodi per la pratica manuale delle ricerche mi- 
cologiche. Tali sono ad esempio le cestìne £atte di rete di fil di 
ferro zincato, una delle quali si vede disegnata entro la stufa 
per la sterilizzazione ad aria secca. U fondo di queste viene coperto 
da uno strato d*ovatta, e servono a contenere i tubi d*assaggio 
colla gelatina o col siero di sangue, per poterli trasportare como- 
damente e senza pericolo di romperli negli apparecchi di steri- 
lizzazione. 

Un altro oggetto consimile è la scatola di lamiera di ferro 
rettangolare, che serve a contenere le lastre di vetro che si de- 
vono sterilizzare a 150-160® C, e sulle quali si distende in la- 
mina la gelatina per le culture. Perchè questa acquisti sulla lastra 
di vetro uno spessore uniforme e non si versi sui margini, è 
necessario di situarla in posizione esattamente orizzontale: a 
questo scopo serve un piccolo apparecchio livellatore, simile a 
quello che viene usato dai fotografi, che si trova descritto nel 
capitolo che riguarda il modo di preparare la gelatina per le 
culture. 

Le campane doppie di vetro, specie di grandi cristallizzatori, 
tappezzate di carta bibula bagnata, servono benissimo come ca- 
mere umide per contenere le culture che si Canno sulle patate, 
sui portoggetti, o sulle piccole scatole di vetro contenenti la 
gelatina o il siero del sangue, come sarà esposto a suo tempo 
parlando del modo di fare le culture nei diversi mezzi di nu- 
trizione. 

Debbo dire finalmente che per poter situare in una stessa 
campana parecchie lastre di vetro colla gelatina o coi portoggetti. 
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le si pongono in serie una sopra Taltra su piccoli banchetti di 
vetro quadrangolari. 

Altri oggetti che si adoperano per le culture, quando se 
ne vuol seguire lo sviluppo coiraiuto del microscopio, sono le 
cosidette camere umide da coltivazione. Di queste se ne sono 
costrutte in gran numero e con varii sistemi. L* Hoff mann ne 
ha ideato Tapplicazione la prima volta nel 1857, praticando una 
finestra quadrata in un pezzo di cartone disinfettato, ed ap- 
plicandolo, dopo averlo bagnato d'acqua distillata, sul vetro por- 
toggetti. Su questa finestra applicava poi un coproggetti, por- 
tante sulla sua superficie inferiore una goccia di liquido nutritivo 
coi germi da coltivare. In seguito questo apparecchio semplicis- 
Simo fu modificato dairHilgendorf e dall*Hallier, che ne 
costrusse uno adatto a permettere il rinnovamento dell* aria. 
Altri consimili furono poi proposti dal De Bar y, dal Rind- 
fleisch, dal Recklinghausen, dal Griffini e da altri, i 
quali tutti si studiarono di (kr si che nei loro apparecchi fosse 
possìbile il mantenersi delle principali condizioni di vita dei mi- 
crorganismi (umidità, presenza deiraria ed un certo grado di 
temperatura), senza permettere in pari tempo Tingresso di germi 
stranieri. Sarebbe superfluo il darne qui la descrizione, giacché 
molti non corrispondono alle condizioni anzidette, ed altri sono 
inoltre assai complicati e di applicazione difficile. Dirò soltanto 
che ora s'usano d'ordinario per tale scopo le camere del Nache t, 
oppure nel maggior numero dei casi semplicemente i i>orto^^e^e' 
incavatij su cui si adatta il coproggetti con una goccia della so- 
stanza di nutrizione che contiene i germi da coltivare, chiuso 
all'intorno con vasellina o con altre sostanze oleose. 

I perfezionamenti portati dal Koch nei metodi di cultura, 
e l'uso delle sostanze di nutrizione solide e trasparenti rendendo su- 
perflue la maggior parte di quelle precauzioni, che si prendevano 
una volta per escludere l'ingresso di altri germi, ha pure tolto la 
necessità dell'uso di quelle camere umide speciali. Le piccole sca- 
tole di vetro doppie (Dosen) , sulle quali si può distendere uno 
strato sottile di gelatina o di siero di sangue sterilizzato e fatto 
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quindi coagulare, servono egualmente bene per le culture da 
osservare al microscopio, giacché se anche un qualche germe 
viene deposto dalFaria sulla superficie della gelatina o del siero, 
si sviluppa sul luogo dove cade senza rovinare la cultura. 

Le boccette coniche di Erlenmeyer servono per conte- 
nere e per farvi sterilizzare la pappa di pane. 

Oltre a questi ometti bisogna sempre aver in pronto un gran 
numero di pipette, semplici o graduate, di varie dimensioni, che 
si tengono entro appositi recipienti di vetro chiusi con ovatta, per 
ferie sterilizzare a 150-160® G, come di solito. 

Non isto qui a descrivere il torchio per premere la carne 
che serve a preparare la gelatina nutritiva , perchè è simile a 
quello usato dai farmacisti, e specialmente perchè un tale stro- 
mento non è indispensabile, potendosi Tinfuso di carne premere 
egualmente colle mani attraverso un semplice panno di tela, ac- 
curatamente pulito con previa bollitura. Altrettanto dicasi del- 
rimbuto ad acqua calda , a parete doppia, che serve a filtrare la 
gelatina, il quale è tanto semplice, che basta vederlo per com- 
prenderne Tuso senza bisogno di apposita descrizione. 

Per terminare quanto si riferisce a questo soggetto, dirò breve- 
mente di alcuni apparecchi usati primitivamente dal Pasteur per 
le sue culture nei mezzi liquidi, giacché hanno un interesse storico 
notevole, essendo state le ricerche del gran chimico francese 
quelle che hanno aperto la strada ai cultori di questi studi, ed hanno 
reso possibile cosi il miglioramento del metodo per opera degli 
osservatori posteriori. Hanno inoltre interesse perchè le culture 
nei liquidi si usano anche oggidì con vantaggio in certi casi spe- 
ciali, e si può dire anzi che sono tuttora necessarie per lo studio 
accurato e completo delle proprietà biologiche dei microrganismi. 

Il primo apparecchio usato dal Pasteur, col quale egli ha 
fetto le sue esperienze per combattere la teoria della generazione 
spontanea, consisteva in un semplice palloncino di vetro col collo 
allungato e rìpi^ato in basso, destinato a trattenere i germi del- 
Taria. In seguito ha usato le bottiglie a tubulatura doppia di 
modelli diversi. 
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Non fk bisogno di particolare descrizione per comprendere il 
modo di usare questi apparecchi : un tubo, quello ricurvo, è de- 
stinato a privare l'aria dei suoi germi prima che arrivi a con- 
tatto del liquido di cultura; e questo si introduce, dopo averlo 
sterilizzato, per un altro tubo che viene chiuso con un piumacciolo 
di cotone o di amianto. Per riempire gli apparecchi, per fervi le 
seminagioni e tutte quelle altre manipolazioni necessarie, questi 
si aprono entro una larga cassa di vetro colle pareti tappez- 
zate di carta da filtro umida, destinata a fissare tutti i germi 
dell'aria che vi si contiene. L'operatore eseguisce le mani- 
polazioni per mezzo di due aperture laterali, esistenti in questa 
cassa di vetro, n Tyndall (i) usa per lo stesso scopo una ca- 
mera di vetro, le cui pareti sono spalmate di glicerina, che 
viene lasciata a sé per qualche giomow 

Gli inconvenienti di questi stromenti, e quelli del metodo di 
cultura coi liquidi in generale, troyansi esposti nel capitolo che 
tratta delle materie di nutrizione e del modo di coltivare isolata- 
mente le varie specie di microrganismi. 

Dìsinfezione degli oggetti. 

Quest* operazione deve essere eseguita su tutti gli oggetti ed 
istromenti che si adoperano per le ricerche, e deve fersi ac- 
curata quanto mai poiché costituisce uno dei capisaldi fonda- 
mentali per la buona riuscita delle stesse. Per quanto non si 
possano esporre su ciò regole molto minute, che si apprendono 
meglio colla pratica, pure non si può mai raccomandare abba- 
stanza di attenersi col maggior rigore possibile alle norme ge- 
nerali che andrò ora esponendo. Queste ricerche infetti non 
offrono in sé alcuna seria difficoltà, ma sono tuttavia assai de- 
licate e richiedono un'osservanza scrupolosa di un mondo di 



(i) Ttndall, Le5 mierobes, p. 55. Paris, 1882. 
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dettagli, la cui pratica non si apprende se non dopo una diligente 
osservazione ed un lungo esercizio. 

Basti per ciò rammentare che, mentre si va alla ricerca di 
una data specie di microrganismi , noi siamo per ogni dove cir- 
condati da un'infinità di germi delle specie afilni. Ve ne sono in 
grandissimo numero sospesi nell'aria, ve ne sono aderenti alle 
nostre mani e ai nostri vestiari, in una parola, dappertutto; e 
se non si può essere assolutamente sicuri che non ne siano inqui- 
nati gli oggetti di che ci serviamo, non si può neanche riposare 
tranquilli sull'esattezza dei risultati che si ottengono. 

È noto che le forme semplicemente vegetative di questi es- 
seri non hanno un gran potere di resistenza agli agenti estemi 
fisici e chimici^ ma che invece le spore sono resistentissime, ed è 
assai ristretto il numero delle sostanze . chimiche che meritano 
realmente l'appellativo di disinfettanti, inteso nel senso che vuole 
oggi la scienza, che cioò sieno atte non solo a sospendere, ma 
anche a distruggere la vita di qualsiasi forma di microrganismi. 
Non dee adunque far meraviglia se vengono proposti per la steriliz- 
zazione degli stromenti gradi di temperatura assai elevati e solu- 
zioni chimiche concentrate, e se tuttavia, malgrado tutto ciò, le 
culture vanno non di rado perdute per lo inquinamento di germi 
rimasti aderenti agli oggetti che le contengono , più spesso che 
non pei germi introdotti coU'aria. 

Gli agenti chimici, più comunemente adoperati per la disin- 
fezione degli oggetti, sono l'acido fenico in soluzione forte (5 %) 
oppure in soluzione debole (2 '/t P* ^/o)> secondo i casi, ma più 
di tutto il sublimato corrosivo in soluzione concentrata (1 ^/o)> 
Questa si adopera sia per lavare la punta delle dita prima di toc- 
care strumenti che furono già sterilizzati, sia per isterilizzare gli 
oggetti di vetro, sia infine per lavare la superficie corporea degli 
animali nel punto su cui si vuol &re lo innesto, o in tutta la 
porzione di pelle che si deve incidere col coltello quando se ne 
fa la necroscopia. 

Per ottenere la sterilizzazione dei tubi d'assaggio, nei quali si 
devono mettere le sostanze di nutrizione per le culture, per la 
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disinfezione delle siringhe speciali del Koch (1) che servono 
per le iniezioni sottocutanee e intravenose, e per quella di tutti 
gli altri oggetti di vetro (capsule pel siero di sangue, lastre di 
vetro, vetrini portoggetti e pipette), si usano le regole seguenti. 
Si lavano anzitutto o con una soluzione concentrata di acido 
minerale (SO*H'), se gli oggetti sono tutti di vetro, oppure 
colla soluzione forte di acido fenico al 5 ^Iq, se sono di vetro e di 
metallo ; si lavano quindi con quella di sublimato all'I ^/^ ed infine, 
dopo aver tolto qualsiasi traccia di sublimato colFacqua distil- 
lata e sterilizzata, si lavano un'ultima volta coU'alcool, e si sot- 
topongono nelle stufe a secco ad un calore di 150^ per 1-2 ore 
di tempo, calcolandolo dal momento in cui la temperatura ha rag- 
giunto il grado anzidetto. I tubi da saggio vengono chiusi in pre- 
cedenza, il più ermeticamente che si può, con un turacciolo di ' 
ovatta bianca che viene cosi sterilizzata insieme col tubo. 

Le pipette e tutti gli altri oggetti, che si devono poi man- 
tenere sterilizzati per Fuso giornaliero, si racchiudono tutti in- 
sieme entro grandi recipienti di vetro chiusi con un coperchio 
pure di vetro^ rovesciato sopra a mo' di campana, che serve me- 
glio ad impedire l'ingresso dei germi dell'aria, che non i coperchi 
ordinari a smeriglio. Le lastre di vetro ed i portoggetti, su cui 
si distende la gelatina, sono contenuti in apposite cassette di la- 
miera metallica, ed i tubi d'assaggio nei cestelli quadrangolari di 
filo di ferro zincato. Nello sterilizzare le siringhe del Koch 
bisogna avere l'avvertenza di non lasciare lo stantuffo in fondo al 
cilindro, come si usa &re in generale nelle siringhe che sono vuote, 
ma sibbene di lasciarlo a metà di questo, perchè altrimenti, dis- 
seccandosi lo stantuffo col calore, riesce poi difficile il muoverlo. 



(1) Questa siringa non ha nuUa di particolare, all*infuori che Tunione della 
parte metallica col cilindro di vetro è fatta per mezzo di una vite incisa 
su questo, e vien chiusa ermeticamente da una laminetta di sughero, che si 
può cambiare ogni volta che fa bisogno. Lo stantuffo, invece che di cuoio, 
è fatto di cotone oppure di filo d*amianto, e lo si inumidisce ogni volta con 
acqua distillata e sterilizzata. 



La disi nfezi Olle dell'ago di platino che serve per gl'innesti (com- 
posto di un pezzo di filo di platino lungo 5-6 cent., infitto nell'e- 
stremità d' una bacchetta di vetro liquefatta col calore della 
fiamma del gaz), e quella dei coltelli, forbici, pinze e di tutti 
in genere gli stromenli che sorvono per la pratica degli innesti 
per le necroscopie degli animali inoculati, si compie arroven- 
tandoli nella fiamma del gaz o dell'alcool ad ogni singola volta, 
e lasciandoli poi raffreddare proteggendoli dalla polvere. A que- 
sto riguardo giova ricordare un piccolo dettaglio pratico assai 
utUe per risparmiare, per quanto si può, gli slromenti. Il grado 
di arrovenlaraento sufliciente pel nostro scopo si raggiunge anche 
prima del calore rosso, ossia quando l'oggetto riscaldato, posto a 
2-3 cent, di distanza dal viso, lascia sentire chiai'amente il calore 
radiante. 

I piccoli stromenti, quali sii'inghe, forbici, bistorì, ecc., si 
possono sterilizzare tutti insieme in un grosso recipiente di vetro 
chiuso con ovatta, oppure dentro una scatola di lamiera di ferro, 
dove si mantengono disinfettati lino al momento che si V(^Uono 
adoperare. 

Nelle ricerche che si fanno fuori di un laboratorio, quando 
non si ha la stufa ad aria secca per disinfettare tutti questi og- 
getti alla temperatura voluta di 150° C, si sterilizzano dù-etta- 
mente sulla fiamma di una lampada a spirito. La fiamma del gaz 
è meno adatta perchè riscalda troppo e troppo rapidamente . 
producendo sovente la rottura degli ometti di vetro. 

Per isteriltzzare in tal guisa i tubi da sa^io che servono 
a contenere la gelatina o il siero di sangue, dopo averli lavati 
coll'acido soh'orico, col sublimato e coU'alcool, e dopo di averU 
(atti disseccare accuratamente (devono essere ben disseccati per 
evitare che si rompano nel riscaldarli sulla fiamma), si chiudono 
con ovatta e si spinge il turacciolo colle punte d'una pinzetta pre- 
cedentemente arroventata bene addentro nel tubo ; si fanno riscal- 
dare sulla fiamma, fortemente e per un certo tempo, anzitutto 
i due terzi inferiori; si lascia raffreddare finché si può tenere 
con mano, e si ripete quindi la stessa operazione nel terzo su- 
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periore del tubo : qui bisogna badare specialmente a sterilizzare 
bene l'ovatta, del che si è sicuri quando questa ha assunto un 
colore bruniccio. A tal punto colle stesse pinze arroventate si 
tira fuori il turacciolo di cotone, tanto che si possa poi alFoc- 
correnza trar fuori liberamente anche colle dita. 

La dismfezione delle lastre di vetro, che sono state in prece- 
denza lavate e disseccate , si ottiene facendo riscaldare forte- 
mente sulla fiamma una delle due superficie della lastra, e pog- 
giandola poi colla superficie riscaldata rivolta air insù sopra 
un apposito banchetto di vetro, situato in posizione orizzontale 
sull*istromento a ciò destinato; si copre subito con una campana, 
e si lascia rafireddare finché sia pronta a ricevere la gelatina 
per le culture. 

Il processo di sterilizzazione sulla fiamma ad alcool delle pi- 
pette e delle piccole capsule di vetro è inutile descriverlo. Sol- 
tanto riguardo alle pipette è da notare che è utile chiuderne 
l'estremità superiore con un piumacciolo d'ovatta, il quale impedisce 
r ingresso ai germi dell' aria, e permette di aspirare i liquidi 
egualmente. 

Le siringhe di Pravaz, dopo averle accuratamente lavate 
colla soluzione d'acido fenico, si possono anche sterilizzare, come 
io uso di fkre, riempiendole con acqua distillata e &cendo bollire 
questa sopra la fiamma entro al cilindro della siringa stessa munita 
dell'ago, attraverso il quale sfugge il vapore acqueo che lo disin- 
fetta. Si può ripetere l'operazione tre o quattro volte per essere 
sicuri di avere ottenuto l'intento. Appena dopo sterilizzati, si chiu- 
dono entro un recipiente di vetro parimenti disinfettato e quivi 
si conservano. 
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CAPITOLO III 



Sostanze coloranti e metodi di colorazione. 



Altrettanto importante che Fuso dell*apparecchio di illumina* 
zione ta per la tecnica della ricerca dei microrganismi T intro- 
duzione dei colori di anilina, &tta specialmente per opera del 
Weigert e dell*£hrlich e migliorata poi notevolmente dal 
Koch. 

In principio si era dal Recklinghausen posta a profitto 
la proprietà che hanno i microbi di resistere alFazione degli 
acidi e degli' alcali, più che gli elementi organici dei tessuti; co- 
sicché, sottoponendo all'azione di tali reagenti un tessuto che 
contiene microrganismi, questi conservano la loro apparenza inal- 
terata, mentre i tessuti rimangono disciolti o rigonfiati e scom- 
paiono più meno alFocchio dell'osservatore. 

Un tal metodo di ricerca può servire a dare la certezza 
della presenza dei microbi, quando questi si trovano in gran 
numero e riuniti sotto forma di zooglee. Appena però si trovano 
isolati o commisti ad una grande quantità di detritus granulari, 
come anche quando sono molto sottili, un tal mezzo non è più 
sufficiente; sia perchè vi sono nei tessuti alcune specie di granula- 
zioni che resistono alFazione di quei reagenti altrettanto che i 
microbi, come anche perchè alcuni di questi, piccoli e delicati, si 
alterano per Fazione dogli alcali e dogli acidi come i tessuti. 
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n metodo della colorazione è adunque indispensabile per sif- 
fatti studi ; e per quanto finora sia basato su dati puramente empi- 
rici, ci è tuttavia di un grandissimo aiuto, tanto che la scoperta 
di alcuni microparassiti, di quello della tubercolosi, ad es., è do- 
vuta specialmente all'essersi trovato empiricamente il modo spe- 
ciale di comportarsi degli stessi verso le sostanze coloranti. 



Generalità della colorazione. 

Premettiamo alcune cose generali sulla colorazione, a mo* di 
introduzione, prima di esporre i dettagli relativi al modo di trat- 
tare i liquidi e i tessuti dell'organismo animale, in cui si devono 
ricercare i microrganismi. 

Noi siamo ancora perfettamente all'oscuro sui processi micro- 
chimici che avvengono nell'atto della colorazione degli elementi 
organici dei tessuti: dobbiamo adunque per ora accontentarci 
della classificazione proposta dairshrlich, basata semplice- 
mente sul fatto empirico, che talune sostanze coloranti hanno la 
proprietà di tingere i tessuti uniformemente in tutte le loro parti, 
ed altre invece posseggono un' azione cosidetta elettiva^ hanno 
cioò la proprietà di fissarsi in alcuni elementi e di lasciare gli 
altri incolori, in tutto od in parte. Più esattamente però deve 
dirsi che l'azione elettiva della maggior parte di queste ultime 
sostanze non è immediata, giacché a prima giunta la colorazione 
è diffusa, ma si può facilmente localizzare a certi elementi me- 
diante un trattamento successivo abbastanza semplice; e questo 
consiste nel porre il tessuto colorato in contatto con sostanze, 
che hanno colla materia colorante un'affinità maggiore che certi 
elementi e minore invece che altri, i quali soltanto perciò riten- 
gono la primitiva colorazione. 

n linguaggio con cui ho dovuto spiegare la cosa non è punto 
scientifico, ma è necessario mantenerlo, finché la ragione dei fatti 
suesposti sfugge alle investigazioni della scienza. 

Abbiamo adunque due specie di colorazione, e corrispondente- 
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mente due gruppi di sostanze coloranti: le prime, aventi un'azione 
diffusa, sono composte da una sostanza colorata che funge da acido 
e da una base incolora, nelle altre invece la sostanza colorata 
è la base, e l'acido è incoloro. Queste ultime hanno la tendenza di 
rimanere localizzate soltanto al nucleo cellulare, donde il nome di 
colorazione rmcleare (Kernfarbung), dato dai Tedeschi alla colo- 
razione operata da tali sostanze. 

Orbene nella ricerca dei microrganismi si adopera quasi esclu- 
sivamente quest'ultima specie di colorazione, senza che finora si 
possa dare alcuna regola generale, né per la scelta delle materie 
coloranti né pel modo di colorazione: si può dire soltanto che 
ciascuna specie di microrganismi prediUge specialmente questa 
quella sostanza colorante, questo o quel processo di colora- 
zione. 

Una prima differenza più generale, segnalata dal Weigert, 
esiste ft*a i micrococci ed i bacilli ; i primi si colorano con qua- 
lunque di quelle sostanze che servono per la colorazione nucleare, 
mentre pei bacilli si usano soltanto i colori di anilina. Un'altra 
proprietà interessante delle materie coloranti, oltre l'azione 
elettiva, è il cosidetto potere di colorazione^ ossia la resistenza 
che offrono, una volta fissate negli elementi dei tessuti, ad essere 
portate via dai reattivi decoloranti, alcool, acido acetico e gli- 
cerina, resistenza che ò di vario grado per le singole sostanze 
coloranti. 

Diamo intanto la lista delle principali materie che si im- 
piegano per l'esame microscopico dei microrganismi. 



Iodio. 



Lo iodio è fra le prime sostanze che sono state adoperate per 
la colorazione dei microparassiti, ed è stato il Billroth che l'ha 
introdotta per primo nella tecnica di queste preparazioni. Malgrado 
che oggi si conoscano molte altre sostanze che corrispondono 
meglio allo scopo, lo iodio è tuttavia raccomandabile perchè è 
di uso molto comune, si ha facilmente fra mano ed è pure 
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molto semplice da applicarsi. Del resto anche recentemente il 
Nothnagel (1) se ne è servito con vantaggio per lo studio che 
ha fatto dei microrganismi ordinari delle feci, usando la solu- 
zione seguente del Lugol: 

Iodio 1,20 

Ioduro di potassio 1,80 
Acqua 30,0. 

n Friedlànder dà quest'altra formula: 

Iodio 1,0 

Ioduro di potassio 2,0 
Acqua 50,0. 

Queste soluzioni si allungano poi con acqua quanto si vuole. 
In generale i cocci ed i bacilli assumono per opera dello iodio un 
colorito giallo brunastro. 

È da avvertire che lo iodio forma sempre composti chimici 
fàcilmente scindibili, epperò anche la colorazione dei microbi presto 
svanisce. 

I preparati che se ne ottengono sono adunque difficili a con- 
servarsi e non si possono chiudere nel balsamo del Canada, né 
tampoco in glicerina: il mezzo che pare li mantenga più a lungo 
è una soluzione concentrata di gomma. 

Ematossilina. 

L'ematossilina è già molto migliore dello iodio, ed è stata per 
la prima volta usata dall' E ber t e dal Wagner, e quindi dal 
Weigert, nella ricerca dei microbi. Si trova in commercio 
sotto* forma di cristalli rosso-bruni, per lo più impuri; di questi si 
fa una soluzione satura nell'alcool assoluto, che si mescola poi 
ad altri liquidi per comporre la soluzione colorante. La formula 



(1) Nothnagel, Die normalen in den menschlichen Darmentleerungen 
vwhammenden niedersten Organismeriy Zeitschr. f. klin. Med., Ili, p. 275. 
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più antica è quella del B o h m e r cosi composta. Si fa una 
prima soluzione di gr. 0,^ di ematossilina in 10 gr. di alcool 
assoluto, ed un' altra di 1 di allume in 30 di acgua distillata , e 
si aggiungono a quest'ultima alcune goccie della prima, finché si 
ottiene una bella colorazione violetta. 

n Friedl&nder (1) dà la fornitila seguente: 

Ematossilina 2,0 

Alcool 100,0 

Acqua distillala 100,0 

Glicerina 100,0 

Allume 2,0. 

L'Erhlich consiglia poi di aggiungervi qualche goccia 
d'acido acetico per impedire la colorazione troppo intensa. Se 
non si ha l'ematossilina, si scioglie nell'alcool l'estratto di legno 
di campe^io, che si trova fkcilmente, oppure si raschia il legno 
e si aggiunge alla raschiatura tanto etere quanto basta per co> 
prìrla, lasciandola cosi finché ne ha estratto il colore: si decanta 
allora il liquido e vi si a^^unge, a goccia a goccia, una soluzione 
acquosa di allume, finché ai é ottenuto un colore violetto scuro. 

É importante da notare che le soluzioni suesposte, comunque 
sieno preparate, non servono se non alto giorni almeno dopo la 
loro preparazione, perchè jin principio producono una colora- 
zione rossastra e diffusa. A mano a mano però il colorito si fo 
violetto ed il liquido acquista la proprietà elettiva, di fissarsi cioè 
sui soli nuclei e sui microi^nismi. Questa trasformazione delle 
proprietà coloranti ai può accelerare, a^ungendo al liquido una 
piccolissima quantità di ammoniaca, tanto piccola che basta per- 
sino esporlo per breve tempo ai vapori d'anomoniaca ed aitare ; 
serve m^lio però l'aggiunta d'una ffoccùi di una soIozìoDe di 
carbonato d'ammonio. 

Il Bizzozero adopera la seguente soluzione. Si famio a part« 
due soluzioni, una di gr. 0,50 di ematossilina cristallizzata in 
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gr. 6 di alcool a cui si aggiungono 75 ccm. di acqua distillata, ed 
un*altra di gr. 2 di allume in 75 di acqua. Si mescolano, lentamente 
ed agitando, le due soluzioni e si lascia la miscela esposta alFaria 
per alcuni giorni, finché ha preso un bel colore azzurro. Vi si 
aggiunge allora Facqua perduta coir evaporazione e 30 gr. di 
glicerina. Si filtra, e si conserva in vaso non perfettamente chiuso. 

L*aBO di questa soetanza ha molti inconvenienti. Anzitutto si conserva 
assai difficilmente, si ossida e precipita; sicché si deve sempre filtrare la so- 
luzione prima di osarla, per quanto le soluzioni ove entra la glicerina si 
conservino meglio ed ammuffiscano più difficilmente. Inoltre soltanto le forme 
di cocci, e neanche tutte, si colorano coli* ematossilina, mentre le forme di 
bacilli non hanno alcuna affinità con questa sostanza. Si colorano bene in- 
vece coll*emat06silina le zooglee. 

Nella glicerina la colorazione ematossilinica a poco a poco svanisce, mentre 
si conserva bene nel balsamo del Canada, avvertendo però di adoperare come 
mezzo rischiarante il xilolo, oppure Tolio di legno di cedro, invece dell'olio 
di garofani che ossida la materia colorante. 

Ricordiamo infine che ilWeigert ha adoperato la sola ematossilina per 
la colorazione doppia delle sezioni, giacchò nei nuclei si ha con questa so- 
stanza una colorazione diversa da quella dei microrganismi: egli infatti, 
trattando colla potassa, o con la potassa e coll'acido acetico, le preparazioni 
colorate coU'ematossilina, ha ottentito la colorazione isolata dei microbi senza 
quella dei nuclei. 

Ma su ciò non insisto, essendo ora noto il metodo del Gram, che ò assai 
più sicuro e serve per la maggior parte dei microparassiti. L'ematossilina 
serve anche, combinata coi colori rossi di anilina, a dare una colorazione 
doppia, dei nuclei in violetto e dei microbi in rosso. 

Carmino. 

Per quanto il carmino abbia nella tecnica micologica un uso 
non molto esteso, pure debbo far menzione di alcune specie dello 
stesso, che servono pel metodo della colorazione doppia. Questa è 
basata sul fatto, trovato dal Weigert, che il carmino, mentre ha 
poca affinità pei microrganismi, ne ha invece una maggiore pei 
nuclei cellulari che non i colori d^anilina, tanto che è capace di 
sostituire nei nuclei la colorazione prodotta da queste ultime 
sostanze. In tal modo, &cendo agire prima sui preparati i colori 
d^anilina e quindi il carmino, si possono avere i nuclei colorati 
in rosso ed i microbi in violetto (violetto di genziana o di metile). 
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Picrocarmfno. — È il preparato che serve meglio di tutti 
per la colorazione doppia, quavido è Inumo. Dico cosi, perchè 
era finora assai difficile ottenere un picrocarmino che desse una 
colorazione conveniente e sicura; mentre, se è ben preparato, ha 
pel nostro scopo il duplice vantaggio di contenere già in sé due 
sostanze coloranti, di impartire cioè ai nuclei un colorito rosso 
vivace ed al protoplasma cellulare un colorito giallo verdastro, 
e di conservarsi bene anche nella glicerina. 

Il Weigert (1) dice di aver trovato il modo di preparare 
facilmente un buon picrocarmino, capace di colorare i preparati 
in 5-10 minuti, senza il pericolo di una colorazione eccessiva anche 
se vi si tengono immersi per un tempo maggiore. Il suo processo 
avrebbe pure il vantaggio di poter trasformare un cattivo pi- 
crocarmino in un composto colorante buonissimo, e ciò sempli- 
cemente combinando il picrocarmino col carmino acido. Egli 
prende 2 gr. di carmino e li scioglie in 4 gr. di ammoniaca ; 
lascia stare la soluzione per 24 ore, impedendone la evaporazione, 
e vi aggiunge quindi 200 gr. di soluzione satura di acido picrico. 
Lascia dì nuovo a sé il miscuglio per altre 24 ore e vi aggiunge 
a goccia a goccia Tacido acetico cautamente, fino a che vede 
comparire la prima traccia d'un precipitato, che non scompare 
più coiragitare del liquido. Si lascia stare 24 ore e si filtra. Ciò 
malgrado però non si riesce ad ottenere un liquido limpido, ed 
occorre sempre filtrare prima di adoperarlo : si può renderlo lim- 
pido aggiungendo una goccia d'ammoniaca, e dopo un giorno, se 
la soluzione non è ancora perfettamente trasparente, se ne aggiunge 
ancora un'altra ; e cosi di seguito finché si ottiene, 24 ore ^opo 
aggiunto quel po' d'ammoniaca, un liquido limpidissimo. Quest'ag- 
giunta non altera menomamente le proprietà coloranti del picro- 
carmino, ed ha il vantaggio di evitare la filtrazione ogni volta 

che si adopera. Se la colorazione che se ne ottiene é troppo 
gialla, si aggiunge un po' d'acido acetico, se è troppo rossa e 



(1) Weigert, Zitr Technik der mikroshopischen Bacterienunterstw/iungen, 
Virchow's Archiv, Bd. 84, (1881), p. 275. 
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diffusa, si aggiunge un po' d'ammoniaca; se poi si ìia un picro- 
carmino che non colora bene, si aggiunge un po' d'acido acetico 
e si ottiene cosi una buona sostanza colorante. 

n Weigert dice di trovarsi contento di questa prepara- 
zione, ma il processo, come si vede, è assai lungo e noioso, perchè 
non si riesce che a furia di prove, che si devono ripetere alla 
distanza di un giorno l'una dall'altra. 

Non istarò a ripetere qui i processi dettati per lo stesso 
oggetto dallo Schwarz, dal Ranvier, né tampoco quello del 
Friedlànder (i), perchè provati più volte da me nel laboratorio 
del Bizzozero, ed anche dallo stesso professore, con risultati sempre 
poco soddisfacenti. Invece il Bizzozero ha trovato un metodo di 
preparazione del picrocarmino, che è altrettanto semplice quanto 
di riuscita sicura. Si sciolgono in un mortaio gr. 0,50 di carmino 
puro in 3 ccm. di ammoniaca e 50 di acqua distillata: in un 
altro mortaio si prepara un'altra soluzione di gr. 0,50 di acido 
picrico in 50 gr. d'acqua. Si versa la soluzione picrica, lentamente 
e rimescolando sempre, nella prima soluzione e si fa quindi eva- 
porare a bagno maria, finché non si avverte più che un odore 
debolissimo d'ammoniaca. In generale a questo punto il liquido è 
ridotto alla metà del suo volume primitivo (50 ccm.); si lascia raf- 
ii'eddare e vi si aggiunge immediatamente Vs'del volume (10 ccm.) 
di alcool puro. Si conserva in bottiglia ermeticamente chiusa. 
Non è necessario filtrarlo prtma di adoperarlo. 

Carmino alluminato, — Si sciolgono in un mortaio gr. 1,5 
di carmino e gr. 6 di allume in 200 di acqua distillata, e si fa 
bollire per 20 minuti ; si lascia raffreddare e si filtra. 

Per conservare le soluzioni di carmino, si aggiungono sempre 
alcune goccie di soluzione fenica. 

Colori d'anilina. 

Questo è senza dubbio il gruppo di sostanze che rende i mag- 
giori servizi per la colorazione dei microbi, e la loro applicazione 



(i) Friedlaender, Opera citata, p. 35. 
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si deve specialmente ai lavori del Weigert e del Koch il 
quale, combinando Tuso dei colori d'anilina col processo di fis- 
sazione operato dall'essiccamento, ha creato un metodo speciale 
che va appunto col nome di « metodo del Koch ». 

L'azione di queste sostanze non è elettiva nel vero senso della 
parola, perchè colorano più o meno intensamente tutti gli ele- 
menti dei tessuti; hanno però un affinità maggiore verso alcuni e 
minore verso altri, cosicché riesce poi facile, usando certi reagenti, 
lasciare il colore soltanto a quegli elementi che hanno per le 
aniline una mà^iore afllnità. Si può dire che i microrganismi, 
i nuclei e il protoplasma cellulare costituiscono, dai primi all'ul- 
timo, una scala decrescente di aflinità verso le materie coloranti 
in questione; sicché il principio generale del loro uso è quello di 
colorire dapprifba intensamente tutti gli elementi del preparato, 
e togliere quindi successivamente il colorito alle granulazioni ed al 
protoplasma, lasciando colorati i nuclei ed i microrganismi; oppure 
decolorare anche i nuclei e lasciare tinti soltanto questi ultimi, 
i quali spiccano sempre più sul fondo incoloro o debolmente co- 
lorato. Riguardo all'azione elettiva, i colori d'anilina sono stati 
divisi dall' E bri io h in acicU e bastcij a seconda che la sostanza 
colorante funge in quelle combinazioni da acido o da base: pel 
nostro scopo si può dire che servono esclusivamente i colori basici 
di anilina, giacché taluni composti acidi servono soltanto, come 
ad esempio l'eosina, nella colorazione doppia per dare la tinta al 
fondo e far risaltare vieppiù i microfiti. 

Ecco quali sono i principali colori che si adoperano nella 
tecnica della ricerca dei microparassiti. 

AJ Rosso. — Fitcsina, Magdala, Magenta, Diamante, 
Eosina. 

B) Violetto. — Genziana (marca BR) (1) raccomandata spe- 
cialmente dal Weigert; violetto di metile (BBBBB), la Dahlia e 



(1) Questa genziana, raccomandata da Weigert, viene fabbricata dalla 
« Berliner ActiengesellBchaft fùr Anilinfabrication », Berlin SO, am schlesi- 
schen Thor. 
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finalmente YOrceina (Orseille), sostanza colorante che si estrae 
da un lichene (Roccella tinctoria) ed è stata la prima volta in- 
trodotta dal Wedl (1) nella tecnica microscopica; la si usa spe- 
cialmente per la colorazione doppia. 

CJ Bleu. — Si adopera specialmente il bleu di metilene^ ed 
è una delle sostanze più usate perchè dà ai microbi un colorito 
assai delicato e distinto, mentre si può facilmente togliere dai 
nuclei cellulari. È però il colore d'anilina che ha minor po- 
tere di colorazione. 

DJ Verde. — Il verde di metile si usa talora, ma è difficile 
che sia puro; si trova sempre mescolato col violetto di metile. 
Avvi anche un verde d'anUina e la crisoidina. 

E) Bruno. — Bruno di Bismarch, bruno d'anilina (cosi- 
detto Neubraun) e Vesuvina. Questi hanno sugli altri colori di 
anilina il vantaggio di possedere un « potere di colorazione > 
più forte, sicché non si lasciano lavare via cosi facilmente dall'al- 
cdol e dagli altri reagenti decoloranti, si mantengono più a lungo 
e si possono anche conservare in glicerina, cosa che per quelli 
precedenti non accade. Sono poi specialmente adatti per quei 
preparati che si vogliono riprodurre per mezzo della fotografia (2). 



(1) Wedl, Virchow's Archiv. Bd. 74. 

(2) Non tutte le sostanze coloranti d^anilina che si trovano in commercio 
danno egaalmente baoni risultati per la colorazione, e siccome non v'ha 
una fabbrica unica che le fornisca tutte di buona qualità, ma ciascuna 
quasi delle migliori proviene da una fabbrica diversa, cosi fa d'uopo ricorrere 
a quei rivenditori i quali offrono maggiori garanzie per la bontà dei prepa- 
rati che essi spacciano. Io darò qui Tindirizzo di alcuni rivenditori e fab- 
bricanti i quali, secondo la pratica di valenti istologi da me interrogati, 
forniscono le materie coloranti di migliore qualità: 

0. KòNio, Berlin N. W. Dorotheenstrasse, 35 A. (Una bottiglia di 10 
grammi di materia colorante secca costa marchi 0,50). 

OaÙBLBR, Phys.-chem. Laboratorium, Leipzig, Dufourstrasse 17. 

Trommsdorf, Ghemische Fabrik, Erfurt. 

Berliner ActiengeseUschaft fùr Anilinfabrication, Berlin SO. 
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Soluzioni. — Si possono fere coi colori d'anilina quattro 
specie principali di soluzioni. 

a) Soluzione acquosa, — È da premettersi che l'acqua che 
si usa per le soluzioni coloranti, e per qualsiasi altro scopo in 
queste ricerche, dev'essere distillata e sterilizzata Cacendola 
bollire per 1-2 ore. Si scioglie in generale da 1 a 5 grammi di 
materia colorante in iOO grammi di quest'acqua distillata e 
sterilizzata; oppure si fk una soluzione acquosa satura, in modo 
che in fondo alla boccetta rimanga sempre un eccesso di materia 
colorante, e quando si adopera, si diluisce in un vetrino da oro- 
logio pieno d'acqua, fino ad ottenere il grado di colorazione voluta. 
Se si ha una soluzione piuttosto concentrata, i preparati vi si 
tengono immersi un tempo minore: ma non è bene che le so- 
luzioni sieno molto dense, perchè in tal caso riesce più difficile la 
decolorazione successiva. In generale il liquido colorante, posto 
in un vetro da orologio sopra fondo bianco, deve essere ancora 
trasparente. Le soluzioni acquose sono quelle che colorano me- 
glio, in più breve tempo e più sicuramente: bisogna però sempre 
filtrarle prima di adoperarle, perchè formano precipitati e si 
conservano difficilmente. Si preparano perciò d'ordinario in pic- 
cole quantità. 

Ì)J Soluzione acqu^oso^licerica. — I colori bruni di anilina 
(bruno di Bismarck, bruno d'anilina e Vesuvina), i quali non pos- 
sono essere usati in soluzione alcoolica, e sciolti nell'acqua si al- 
terano facilmente, si adoperano sotto forma di soluzione concen- 
trata in un mestruo composto di parti eguali di glicerina e di 
acqua. Quando però devono servire soltanto a colorare il fondo 
del preparato, si adoperano anche questi in soluzione semplice- 
mente acquosa. 

e) Soluziofii idro-alcoolicìie. — La materia colorante si scio- 
glie nelle stesse proporzioni suesposte, ma il liquido solvente è 
composto di 1 parte di alcool puro e di 2 parti di acqua. È 
preferibile fare una soluzione di 2-4 gr. di sostanza colorante 
in 85 gr. d'acqua con 15 di alcool, il quale serve ad impedire 
l'alterazione del liquido. Le soluzioni idro-alcooliche abbisognano 
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di un tempo più lungo che le acquose per colorire; ma in com- 
penso sono più pure e non danno precipitati, per cui si può fare 
a meno di filtrare prima di adoperarle, per quanto però sia 
sempre miglior cosa il farlo. 

dj Soluzioni cUcooliche, — In genere si fanno sature (20-25 
gr. di sostanza colorante in iOO di alcool) e si diluiscono quindi 
con acqua distillata nel momento che si adoperano, aggiungendo 
5-6 goccie di soluzione in un piccolo vetro da orologio pieno 
d'acqua. Questa terza specie di soluzioni serve specialmente per 
quelle materie coloranti che difficilmente si mantengono, ed offre 
il vantaggio di poter fare a meno della filtrazione. 

È da consigliarsi adunque di usare di preferenza le soluzioni 
puramente acquose, o quelle debolmente alcoolizzate, di scio- 
gliere volta per volta una piccola quantità di materia colorante 
e di rinnovare spesso le soluzioni. 

In generale può dirsi che il potere colorante delle diverse 
sostanze d'anilina varia a seconda di parecchi fattori ; e per ot- 
tenere dal loro uso risultati buoni e sicuri, bisogna sempre 
tener conto delle tre seguenti circostanze, che sono: 

i® La natura del veicolo che serve per la soluzione; e 
di ciò ho parlato or ora. 

2** n grado di concentrazione della stessa. In generale le 
soluzioni concentrate danno una colorazione più diffusa, mentre 
quelle diluite hanno un' azione elettiva più spiccata e più dura- 
tura, per quanto colorino più lentamente. 

3" La temperatura del liquido colorante; giacché il calore 
fa sì che la colorazione si faccia più rapida e più intensa, ed anzi 
in certi casi rende possibile la colorazione di alcuni elementi 
patogeni, che non si ottiene nelle condizioni di temperatura ordi- 
narie. 

Detto cosi delle sostanze coloranti e della maniera di prepa- 
rarle in soluzione, passiamo ora a delineare i processi che si 
adoperano per colorire i preparati nei quali si ricercano i mi- 
croparassiti, esponendo prima i metodi generali, quelli cioè che 
servono per tutti, o per la maggior parte almeno dei micror- 
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gallismi patogeni finora conosciuti, per parlare quindi di alcuni 
processi che servono per la ricerca di alcune specie soltanto, e 
che si credeano caratteristici o specifici delle stesse. 

Metodi generali di colorazione semplice. 



A) Metodo di Wefgert. 

Il Weigert (1) è stato il primo ad applicare i colori d'anilina 
per la dimostrazione dei microrganismi dell' interno dei tessuti, 
ed il suo metodo, per quanto abbia in seguito subito numerose 
modificazioni nella colorazione delle diverse specie di microbi, 
merita pure di essere esposto, perchè in sostanza è quello che 
si usa generalmente tuttora, ed è il seguente. 

Le sezioni di tessuti indurati nelPalcool si tengono in una so- 
luzione acquosa all'I p. *^/o di violetto di genziana per pochi mi- 
nuti : si ottiene cosi una colorazione diffusa di tutti gli elementi, 
e per averla localizzata ai nuclei ed ai microrganismi soltanto, 
si lavano i preparati in una soluzione diluita di acido acetico ; 
si disidratano quindi nell'alcool assoluto per */« ovsl od anche 1 
ora, si rischiarano coU'olio di garofani e si chiudono nel balsamo 
del Canada sciolto nella trementina. Se la colorazione non è ec- 
cessiva, si può anche fare a meno del trattamento coU'acido ace- 
tico, giacché basta l'alcool a togliere il di più della materia colo- 
rante ed a far si che la colorazione rimanga localizzata nella 
maniera anzidetta. Se si lasciano le sezioni troppo a lungo nel- 
l'alcool, ciò non nuoce alla riuscita dell'operazione, ma se invece 
si lasciano troppo tempo nell'olio di garofani, questo finisce col 
decolorare completamente il preparato. Le particolarità relative 
al modo di fare le preparazioni da conservare, relative cioè alle 
sostanze che servono a schiarirle ed a rinchiuderle, si trovano 



(1) Weiqkrt, lavoro citato. 
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esposte nel capitolo seguente, che tratta del modo di ricercare i 
microparassiti nei liquidi e nei tessuti animali. 

Un'avvertenza, a cui dee sempre badare chi si occupa di 
tali ricerche, è quella di saggiare accuratamente la reazione 
dell'alcool, per assicurarsi che non sia acida, altrimenti anche i 
microrganismi perdono la loro colorazione. È bene perciò porre 
in ogni caso in fondo alla bottiglia, che contiene il cosidetto 
alcool assoluto, una certa quantità di idrato di calcio. 

Una modificazione importante del metodo di Weigertè 
quella proposta dal Koch per ottenere la colorazione isolata 
dei microparassiti. Invece di trattarle coU'acido acetico diluito, le 
sezioni de' tessuti colorate colle tinte d'anilina si pongono in 
una soluzione allungata di carbonato di potassa, il quale toglie 
il colore a tutti gli elementi, compresi i nuclei, e lascia colo- 
rati soltanto i microbi. 

B) Metodo di Koch. 

Come il Weigert ha prima di tutti adoperato i colori d'a- 
nilina per le sezioni dei tessuti, cosi il Koch ha pel primo ima- 
ginato di unire la colorazione al processo di fissazione dei liquidi 
per mezzo del disseccamento, creando cosi un nuovo metodo di 
ricerca, che porta appunto il suo nome e serve alla colora- 
zione dei preparati^ fatti coi liquidi distesi in istrato sottile sui 
vetrini coproggetti e quivi fissati col disseccamento rapido a 
riwderato calore {i). 

Tutti i dettagli relativi al modo di preparare il liquido sul 
coproggetti e di fissarvelo si trovano esposti nel capitolo se- 
guente. Per ora basti sapere che ricerche accurate hanno posto 
fuori di dubbio il fatto, che il disseccamento rapido, operato a 
temperatura non troppo elevata, non altera sensibilmente né la 



(i) Koch, yerfahren zur Untersuchung. ecc., Gohn's Beitràge znr Biologie 
der Pflanzen, Ed. II, Heft 3. 

Id. in Untersuchungen ù. il. Aetiologie der Wundinfectionskrankheiten^ 
Leipzig 1878. 

Id. in Mittheilungen aus dem kaiserlichen Gesandheitsamte, B. 1, 1881. 
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forma degli elementi, né quella dei microbi. Questo vale almeno 
per la maggior parte dei microparassiti; ve ne ha però di quelli 
che dopo il disseccamento. si fanno più sottili, come ha osser- 
vato il Koch a riguardo dei bacilli del carbonchio. 

Ciononostante è sul fatto della inalterabilità dei microrga- 
nismi sottoposti al disseccamento, come pure sull'altro che questi 
esseri hanno per i colori basici d'anilina un'affinità maggiore che 
qualsiasi elemento organico, compresi i detritus granulari, che 
è basato appunto il metodo presente, il quale è altrettanto sem- 
plice quanto sicuro nei suoi risultati. 

Lo strato di liquido fissato sul vetrino coproggetti si può co- 
lorare in due maniere; o vi si versano sopra alcune goccie d'una so- 
luzione acquosa concentrata d'un colore d'anilina, e ciò quando la 
colorazione non deve durare che pochi momenti ; oppure, se questa 
deve durare più a lungo, come anche quando è necessario ele- 
vare la temperatura del liquido colorante a 40-50^ C, si pone 
questo in un vetrino da orologio e vi si lascia sopranuotare il co- 
proggetti, colla superficie che porta lo strato messa a contatto del 
hquido stesso. Questo contatto però non deve in generale essere 
prolungato al di là di 1-iO minuti, perchè se dura più a lungo, 
si ottiene una colorazione eccessiva che nuoce alla chiarezza del 
preparato. 

Tutto questo va inteso in maniera affatto generale, essendovi 
alcuni casi, come è quello in cui si tratta di colorare il bacillo 
della tubercolosi, nei quali bisogna lasciare il preparato nel li- 
quido colorante per parecchie ore. 

In ogni caso però si può abbreviare il tempo della colorazione, 
renderla, se cosi si vuole, più intensa, riscaldando il liquido a 
45-50® C: con tal mezzo si riesce a colorare intensamente le 
capsule dei pneumococci, come ha mostrato il Friedlànder. 

Colorito che sia in tal guisa il preparato, si può semplice- 
cemento lavarlo bene con acqua distillata e porlo sul por- 
toggetti con una goccia d'acqua, per osservarlo al microscopio; 
oppure si usano le sostanze decoloranti, quali sono la potassa in 
soluzione diluita (1 : 10), l'acqua leggermente acidulata con acido 
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acetico (Vi®/'')» oppure meglio di tutti Talcool assoluto non acido, 
fiitto agire però rapidamente. È da consigliarsi sempre di non colo- 
rare eccessivamente le preparazioni, per fare a meno delFalcool, il 
quale fa scomparire facilmente certe particolarità dei micropa- 
rassiti; cosi le capsule dei pneumococci, trattate coir alcool, si sco- 
lorano facilmente. Se le preparazioni si vogliono conservare, si 
fanno disseccare rapidamente, passando di nuovo i coproggetti, 
colla superficie che porta lo straterello rivolta all'insù, sulla fiamma 
d*una lampada; vi si pone sopra una goccia di balsamo del Canada, 
si applicano sul portoggetti e si conservano. 

Se si vuole poi con queste preparazioni controllare la purezza 
d'una cultura, ossia se si vuole avere un criterio esatto delle pro- 
prietà morfologiche caratteristiche d'una data forma di micror- 
ganismi, è necessario fare l'esame diretto nell'acqua; giacché 
se si disseccano di nuovo e si chiudono nel balsamo, come si 
deve Éare per conservarle, si ha sempre un certo grado di re- 
trazione d^li elementi parassitari. Preparazioni fatte in tal guisa 
mostrano colorati soltanto i nuclei e gli elementi parassitari, i 
quali specialmente appaiono molto evidenti. 

» 

Tutti i microparassiti finora conosciuti si colorano, qual più 
qual meno intensamente e rapidamente, col metodo suesposto; 
non fanno eccezione neanche i bacilli tubercolari, pei quali si era 
prima ammessa la necessitè^ di un processo specifico. 

Metodo di Gram (1). 

Un altro metodo generale di colorazione è quello proposto 
dal Gram di Ck)penaga. Questo metodo ha il vantaggio, su 
quelli ordinari di Koch e di Weigert, di lasciare incolori 
tutti gli elementi del preparato all'infuori dei microrganismi. La 
cosa non è nuova, giacché anche colla modificazione proposta dal 
Koch al suo metodo primitivo, ossia coli' azione del carbonato 



(1) Gram C, Ueber die isolirte Fdrbung der Schizomyceten in Schnitt' 
und Trochenprdparaten^ Fortschritte d. Medicin. 1884, N. 6. 
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di potassa, ai era già prima arrivali, sebbene jjer un'altra via, 
a colorare isolatamente i microparassiti. Inoltre anche il C o r^ 
nil(l), ijuasi contemporaneamente col Gram e indipendente- 
mente da questi, ha usato lo iodio per fissare i colori d'anilina sui 
niicrococci , adoperando un processo assai simile a quello qui 
appresso descritto; colla differenza soltanto che per la prima 
colorazione, invece della soluzione di Ehrlich, il Cornil si è 
servito della soluzione semplice di violetto di anilina P, e per la 
colorazione del fondo, invece del bruno di Bismarck, ha 
usato l'eosina. 

AI Gram tuttavìa spetta il merito della priorità, ma spe- 
cialmente quello di avere estesa l'applicazione di un tal pro- 
cesso comodissimo a tutte le specie di microparassiti, cosicché 
il metodo merita giustamente il suo nome. 

n processo del Gram costituisce in realtà un miglioramento 
notevole nella tecnica della colorazione, giacché con quello sem- 
plice del Weigert, quando si tratta di tessuti molto ricchi di 
elementi nucleati (milza, ghiandole linfatiche, polmoni infiammati, 
tessuto di granulazione, ecc.X gli elementi parassitari rimangono 
spesso coperti dall'imagine dei nuclei, specialmente se quelli sono 
delicati, sottili e poco colorati, e se la sezione del tessuto riesce 
un po' meno che sottile. Col metodo presente invece i soli micror- 
ganismi rimangono colorati in violetto scuro, e gli altri elementi 
del tessuto restano incolori del tutto; cosicché, anche se vi esiste 
soltanto gualche microparassita isolato, lo si può al microscopio 
riconoscere facilmente. 

Per la colorazione si adopera la soluzione di genziana e olio 
di anilina nell'acqua, preparata estemporaneamente alla maniera 
del Friedlander, come si trova indicato a proposilo dei metodi 
di colorazione dei bacilli tubercolari ; oppure mescolando 5 ccm. 
di soluzione alcoolica concentrata di genziana o di violetto di 
metile con iOO ccm. di acqua d'anilina. Per maggiore comodità e 
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sollecitudine si usa chiudere la bottiglia, invece che col turacciolo, 
con un imbuto di vetro provvisto di un filtro di carta; e quando 
si vuole adoperare , si bagna il filtro coli' acqua distillata e si 
filtra in un vetro da orologio qualche goccia di soluzione. Il filtro 
può servire per parecchie operazioni, e la soluzione anzidetta 
si mantiene inalterata lungamente. 

In questo liquido si portano i preparati (sia di sezioni, come 
di liquidi essiccati sui coproggetti ) , i quali devono precedente- 
mente essere stati nell' alcool assoluto, e non nell' acqua o nel- 
lalcool diluito : vi si lasciano dentro per 2-3 minuti, finché sono 
intensamente colorati, e da qui si immergono in una soluzione 
tenue di iodio e ioduro di potassio, preparata colle proporzioni 
seguenti : 

Iodio .... gr. 1,0 
Ioduro di potassio » 2,0 
Acqua .... » 300 

Alcuni consigliano di portare immediatamente i preparati dalla soluzione 
colorante in quella iodo-iodurata; altri invece di immergerli prima nelPal- 
cool assoluto, e togliere così l'eccesso di materia colorante. Nella soluzione 
iodica si forma un precipitato', ed i preparati che prima avevano un colorito 
violetto intenso, diventano color porpora scuro, quasi nero; ciò appena av- 
venuto (ossia dopo V2'2 minuti), si tolgono da questa soluzione e si pongono 
di nuovo neiralcool assoluto, dove rimangono finché la loro decolorazione 
appaia completa; il che avviene più facilmente, se si ha cura di rinnovare 
l'alcool per una o due volte. 

Io ho avuto Bpesso occasione di osservare che, se la soluzione colorante è 
troppo concentrata, oppure se i preparati vi si lasciano troppo a lungo, 
come anche se si prolunga il loro soggiorno nella soluzione iodo-iodurata, la 
decolorazione successiva dei nuclei riesce più difficile ed anche incompleta. 
E cosi pure ho provato, contrariamente a quanto asserisce il Baumgarten, 
che si possono adoperare benissimo, collo stesso risultato, invece del violetto 
di genziana anche gli altri colori basici sciolti nell'acqua d'anilina. 

Dall'alcool si portano nell'olio di garofani, dove perdono quel 
rimanente di sostanza colorante che può essere ancora rimasta 
nei nuclei, giacché non si può precisare il tempo che necessita 
a che l'alcool compia la sua azione decolorante. È sempre con- 
sigliabile però di scolorare bene i preparati nell' alcool e non la- 
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sciarli invece troppo tempo nell'olio di garofani, perchè questo 
a lungo andare toglie il colore anche agli stessi microrganismi. 

Per mezzo di un tal processo, che si potrebbe davvero chia- 
mare col Friedlànder l'ideale della colorazione dei micro- 
parassiti, qualora venisse dimostrato che serve per tutti indistin- 
tamente, questi ultimi spiccano pel loro colorito violetto intenso, 
quasi nero, sul resto del preparato che appare d'un colore giallo 
pallido, e si rendono visibili, anche quando sono isolati, meglio 
che con qualsiasi altro metodo di colorazione semplice nucleare. 

Quando si desideri, si può anche avere collo stesso processo 
una colorazione doppia, immergendo la preparazione, dopo averla 
decolorata nell'alcool, in una soluzione di vesuvina o di bruno di 
Bismarck, le quali colorano i nuclei in giallo-scuì*o , mentre 
i microbi ritengono la primitiva colorazione. 

Invece del bruno di Bismarcko della vesuvina, è meglio usare Teosina, 
come ha già fatto il Gornil (1), poiché Teosina non ha un'azione elettiva 
sui nuclei, ma dà al fondo del preparato una colorazione rosea uniforme, 
che fa spiccare assai meglio i microrganismi. Si ottiene così una colora- 
zione doppia, bella quanto quella che si ha dei bacilli tubercolari col metodo 
Koch-Ehrlich, la quale inoltre ha il vantaggio di servir bene per ista- 
bilire i rapporti che hanno i microbi cogli elementi dei tessuti; per stabi- 
lire, cioè, se sono liberi, oppure contenuti neirinterno delle cellule o dei vasi. 

Le preparazioni così trattate si possono chiudere col balsamo del Canada 
sciolto nel xilolo, oppure nel miscuglio di glicerina e gelatina, e si man- 
tengono inalterate anche per mesi. Tutto questo processo non dura più di 
un quarto d'ora, ed offi*e inoltre il vantaggio che Tolio di garofani si può 
tenere anche lungo tempo a contatto coi preparati, senza che alteri un gran 
che la colorazione dei microparassiti. Tuttavia un'azione troppo prolungata 
rende sempre più pallido il colorito di questi, e le mie osservazioni non si 
accordano con quanto dice il Baumgarten, che cioè si possano tenere! 
preparati, coloriti col metodo di Gram, nell*olio di garofani anche parecchi 
giorni, senza che si alteri menomamente il colore dei microrganismi. 

Lo iodio serve senza dubbio a fissare i colori d'anilina sugli elementi pa- 
rassitari, giacché, se dopo avere trattato i preparati colla soluzione iodo- 
iodurata si immergono in una soluzione alcoolica di acido nitrico od idro- 
clorico al 3 ^'/o , si vede che tutte le specie di microbi mantengono il loro 
colore, come fanno quelli della lobbia e della tubercolosi anche se non 
vengono trattati collo iodio. Tuttavia questi ultimi possono sempre venire 



(1) GoRNiL, lavoro citato. 
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differenziati immergendo le preparazioni, dopo averle trattate coir acido, in 
una soluzione di vesuvina: si vede allora che i bacilli della lebbra e quelli 
della tubercolosi mantengono il colore primitivo, mentre tutti gli altri pren- 
dono un colore bruno non molto intenso. 

Se si vuole colorire con questo processo i bacilli tubercolari, bisogna 
naturalmente fare agire la sostanza colorante per 12 a 24 ore. 

Il Friedlander afferma che i bacilli del tifo con questo metodo non si 
colorano e che i pneumococci qualche volta, trattati in tal guisa collo iodio, 
si decolorano essi pure. Io credo che questo fatto, anziché da proprietà spe- 
ciali di quei microrganismi, dipenda da qualche piccola deviazione involon- 
taria dal metodo anzidescritto , la quale può benissimo accadere nel corso 
delle manipolazioni, e che spesso fa sì che la colorazione degli stessi mi- 
crobi riesca or più or meno evidente, ed ora anche non riesca per nulla. Io 
ho difatti ottenuto ripetutamente, con tal metodo, colorati nelle sezioni 
tanto i bacilli tifosi come i micrococci pneumonici al pari degli altri mi- 
croparassiti. 

Metodo di Koch-Loeffler. 

Un altro metodo generale di colorazione semplice, che si usa 
di preferenza nel laboratorio del Koch a Berlino, si trova ac- 
cennato la prima volta in una delle prime pubblicazioni fatte 
da questi sulla tubercolosi (i). Una descrizione più dettagliata 
di questo processo è data da Lòffler nel suo lavoro suir im- 
portanza patogenica dei microrganismi nella difterite (2). Un tal 
metodo ha nulla di speciale, airinfuori che in questo, invece delle 
ordinarie soluzioni dei colori d'anilina fatte nell'acqua o nel- 
l'alcool, si adopera il bleu di metilene sciolto neWacqiui de- 
ì)olmente alcalinizzata. 11 Koch nel lavoro dianzi citato con- 
siglia una soluzione debole di questa sostanza cosi composta: 

i ccm. di soluzione alcoolica concentrata di bleu di metilene, 

100 ccm. di acqua distillata, 

0,2 ccm. di soluzione di potasssa al 10 Vo- 
li Loffi er invece consiglia di prepararla mescolando 30 ccm. 
di soluzione alcoolica concentrata di bleu di metilene con 100 cera. 



(1) Koch, Die Aetiologie dcr Tuberculose, Beri. Klin. Wochenschr. 
1882, No. 15. 

(2) LopPLBR, Mitth. a. d. kais. Ges., Bd. II, 1884, p. 439. 
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di acqua contenente potassa nella proporzione di 1: 10,000, ed 
afferma di avere provato che serve a colorire qualsiasi specie 
di microbi, meglio di quella debole del Koch. 

I preparati coloriti con queste soluzioni si lavano, agitandoli 
per pochi secondi, in una soluzione debole di acido acetico (1/2 per 
cento), si tengono per 5 minuti nell'alcool diluito per metà col- 
Tacqua, e quindi per 15 minuti nell'alcool assoluto: si rischiarano 
nell'olio di legno cedrino e si conservano nel balsamo del Ca- 
nada. Con questo metodo si colorano bene tutte le specie di mi- 
croparassiti conosciuti finora, compresi i bacilli del tifo e quelli 
della morva. 

Metodi generali di colorazione doppia. 

L'affinità diversa che i microrganismi e gli elementi dei 
tessuti animali hanno per le varie sostanze coloranti è stata 
messa a profitto per creare un nuovo metodo di esame, che è 
quello appunto della colorazione doppia. Il principio generale 
di questo metodo è di colorare prima il preparato coi colori d'a- 
nilina, e di sottoporlo quindi all'azione di un'altra sostanza colo- 
rante, la quale va a sostituire la prima in certi elementi lasciando 
agli altri la primitiva colorazione. 

II Weigert (1), avendo osservato che il violetto di gen- 
ziana ha più affinità per i microbi che non il carmino, e che 
invece l'affinità di quest'ultimo per i nuclei è maggiore di quella 
che hanno per gli stessi i colori d'anilina, ha fondato su ciò un 
metodo di colorazione doppia, generale per tutti i microrganismi. 
— Quello che il Weigert ha proposto per le sezioni dei tessuti, 
ilSoubbotine lo ha fatto pei preparati dei liquidi essiccati sui 
coproggetti, cosicché si hanno due metodi di colorazione doppia, 
uno per le sezioni e l'altro pei preparati a secco. 



(1) Weigert, Lavoro citato, p. 284. 
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Metodo di Weigert. 

Consiste in una combinazione dell'azione colorante del vio- 
letto di genziana con quella del picrocarmino. Le sezioni, colo- 
rate nel violetto di genziana e trattate coU'alcool assoluto alla 
maniera ordinaria, si portano per un momento nell'acqua per to- 
gliere l'alcool, e si mettono quindi nella soluzione di picrocar- 
mino, preparato col metodo del . Bizzozero. In questa soluzione 
devono rimanere un po' più a lungo di quello che è necessario 
per l'ordinaria colorazione nucleare, per dare tempo al picrocar- 
mino di scacciare dai nuclei la tinta data dal violetto di gen- 
ziana: in generale basta per ciò 1/2 ora od un'ora al più. Si la- 
vano quindi nell'acqua, si disidratano coU'alcool assoluto, si 
rischiarano nell'olio di garofani e si chiudono nel balsamo. Si 
possono anche chiudere nel miscuglio di glicerina e gelatina, 
proposto dal Klebs, ed in tal caso basta lavarli semplicemente 
nell'acqua e porli quindi nella gelatina: si ottengono in tal guisa 
preparati bellissimi, nei quali i microrganismi sono colorati in vio- 
letto ed i nuclei in rosso; il che serve specialmente per potere 
studiare bene i rapporti che assumono i microparassiti cogli 
elementi dei tessuti. 

Io ho provato a modificare alquanto questo processo, facendo 
agire prima il picrocarmino e trattando quindi i preparati col 
metodo di Gram. Le colorazioni ottenute in tal guisa riescono 
di una bellezza sorprendente; gli elementi parassitari appaiono 
di un violetto scuro, quasi nero, i nuclei sono colorati in rosso 
ed il protoplasma celluUare in giallo-verdastro. 

Se si tratta di micrococci, bisogna avere l'avvertenza di non 
lasciare troppo a lungo il preparato in contatto colla soluzione di 
picrocarmino, altrimenti anche quelli perdono a poco a poco il 
primitivo colore e si tingono in rosso. 

Si potrebbero per la stessa reazione usare anche altre specie 
di carmino, ma la combinazione picrica riesce meglio di tutte le 
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altre, sia perchè oltre di colorare 1 nuclei in rosso dà anche al 
fondo (protoplasma, tessuto corneo, fibre elastiche) una leggera 
tinta giallastra, sia anche perchè si può conservare bene nel mi- 
scuglio di glicerina e gelatina. 

Una colorazione doppia si può ottenere ugualmente usando 
la fucsina ed il bleu di metilene. Combinando invece i colori 
violetti con quelli bruni di anilina (vesuvina, e bruno di Bis- 
marck), la colorazione doppia si ottiene solo nel caso dei bacilli 
tubercolari, mentre gli altri microparassiti perdono il loro colore 
violetto in contatto della seconda sostanza colorante, ed assumono 
anch'essi un colore bruno come il resto del preparato. 

Metodo di Soubbotine. 

Serve preferibilmente pei preparati a secco. — Lo strato 
liquido essiccato si fissa esponendolo ai vapori di acido osmico, 
oppure lavandolo in una soluzione di acido cromico all'I : 200 
o 300; si lava quindi con acqua distillata, e si fei colorire per 
circa due ore in una soluzione acquosa di verde di metile al- 
l'I °/oo. Si tiene nell'acqua leggermente acidulata per 20-40 
minuti, per ottenere la decolorazione dei nuclei e delle gra- 
nulazioni protoplasmatiche, si lava con acqua pura e si pone 
per qualche minuto in una soluzione allungata di picrocarmino ; 
si lava di bel nuovo con acqua e si fa disseccare il preparato 
all'aria o a moderato calore, per chiuderlo finalmente nel balsamo 
del Canada. Trattati con tal processo 1 microrganismi appaiono 
colorati in verde, i nuclei e i nucleoli in rosso e le granulazioni 
protoplasmatiche in rosso egualmente; se poi il liquido è molto 
albuminoso, anche il fondo della preparazione appare legger- 
mente tinto in roseo. 

Colorazione delle spore. 

Fino ad ora le spore si distinguevano e si riconoscevano per 
la loro proprietà negativa di rimanere incolore, sotto l'aspetto di 
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corpicciuoU lucenti, in presenza delle ordinarie soluzioni dei co- 
lori d'anilina, i quali invece servono assai bene per colorare il 
corpo dei bacilli. Ora però si è riuscito a colorare anche le spore, 
applicando anzi per ciò un processo di colorazione doppia, che 
serve assai bene per fare spiccare il colorito delle spore in con- 
trasto con quello dei bacilli. 

n Koch (1), nel colorare i bacilli tubercolari colla soluzione 
di bleu di metilene nell'acqua d'anilina, osservò che le spore di 
un grosso bacillo si tingevano in bleu e mantenevano questo co- 
lore anche in presenza della vesuvina, la quale invece tingeva 
in bruno gli stessi bacilli. 

Ma la colorazione doppia delle spore è stata proposta ed ap- 
plicata anzitutto dal Dr. Arning nel laboratorio del Gohn a 
Breslavia. L' Arning ha usato per la prima colorazione (spore) 
la fucsina sciolta nell'acqua d'anilina, e per la seconda il bleu 
di metilene: quest'ultimo scaccia il colore rosso dal plasma dei 
bacilli, mentre le spore rimangono colorate d'un bel roseo. 

Lo stesso processo è stato messo in pratica anchedal Neisser; 
ed il Bienstock (2) e il Yan Ermengem (3) hanno ottenuto 
eguali risultati per la colorazione doppia delle spore, usando il 
processo Koch-Erlich che serve per la ricerca dei bacilli tu- 
bercolari. 

n Buchner (4) ha poi descritto un altro metodo di colora- 
zione delle spore che è il seguente. Il Buchner, partendo dal 
fatto che i bacilli viventi non si colorano, e uccisi invece col 
disseccamento si combinano subito coi colori d'anilina, ha sup- 
posto che la non colorabilità delle spore fosse parimenti dovuta 
ad una proprietà inerente alla vita delle stesse, e precisa- 



(1) Koch, Mitth. a. d. kais. Ges., Ed. II, fig. 23. 

(2) Bbnstogk, Zeitschrifk fùr Klin. Med., 1884, pag. 1. 

(S) Yan Ermengem, Bulletin des Séances de la Société de Microscopie 
Belge, Anno XI, N. 3, 1885, pag. 92. 

(4) Buchner, Ueber das Yerhalten der SpattpUz-Sporen su den AntZm- 
fàrhen^ Aertzliches Intelligenzblatt, 1884, No. 33, pag. 370. 
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mente alla resistenza che offre la memlirana che le avvolge ad 
essere attraversata da qualsiasi sostanza. Egli penso allora, per 
rendere la membrana permeabile alle materie coloranti, di uo 
cidere le spore, sia esponendole ad una temperatura elevata, 
sia facendo agire su quelle gli acidi minerali concentrati. 

Il Buchner ha fatto le prove sulle spore del « bacìUus 
subtilis », lucendone preparati sui coproggetti e sottoponendoli 
per 1/2-1 ora a 210' C. nella stufa ad aria calda, oppure per 
1 ora a 120" C. nel vapor d'acqua, o finalmente immergendoli per 
15 secondi in una soluzione concentrata di acido solforico inglese 
e lavandoli quindi accuratamente coll'acqua distillata. — Si può 
ra^iungere lo stesso intento con tutti gli altri mezzi che ser- 
vono ad uccidere questi elementi, come sarebbe ad esempio una 
soluzione concentrata di potassa, che si lascia agire lungo tempo. 

Se i preparati, trattati in tal guisa, s'immergono in una 
soluzione di uno dei soliti colori d'anilina (il bleu di metilene 
serre megUo di tutti), si ottiene la colorazione isolata delle 
spore, mentre i bacilli non si colorano affatto. Si può però 
ottenere anche la colorazione di questi ultimi ed avere [la 
colorazione doppia di contrasto, esponendo i preparati ad un grado 
tale di caloi'e, che sia sulQciente ad uccidere le spore senza di- 
struggere r affinità che hanno i bacilli pei colori d' anilina. 
Per quel che riguarda la mia esperienza personale sul proposito, 
ho potuto osservare che, dopo avere fatto passare attraverso la 
fiamma per &-7 volte consecutive i preparati di «bacillus epì- 
dermidis v contenenti spore , si ottiene bene la colorazione 
doppia delle spore e dei bacilli, sottoponendo prima i preparati 
all'azione della fucsina sciolta nell'acqua d'anilina, e successiva- 
mente a quella d'una soluzione di bleu di metilene. Le spore 
appaiono tinte in roseo ed i bacilli in bleu. Si può usare amdie 
per lo stesso scopo il metodo di Neisser, che consiste nel co- 
lorare dapprima i preparati per un'ora nella soluzione riscaldala 
di fucsina nell'acqua d'anilina, decolorare quindi coli' acido ni- 
trico e colorare successivamente col bleu di metilene. 

Il metodo della colorazione delle spore può anche servire 
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come mezzo ausiliario per studiare il valore dei disinfettanti, es- 
sendo un criterio atto a stabilire se le spore sono ancora in vita 
oppure no. 

Metodi di colorazione speciali. 

Questi esposti finora sono i principali metodi di colorazione 
che ho chiamato « generali », perchè si può dire che servono 
per tutti i microparassiti che si conoscono. Le poche eccezioni 
che prima esistevano a questo riguardo, col moltiplicarsi delle 
ricerche vanno ora a mano a mano scomparendo, come si è già 
accennato a proposito dei bacilli tubercolari; cosicché io credo 
che non si possa più oggimai attribuire ai metodi di colorazione 
differenziali, cosidetti specifici, quel valore diagnostico assoluto 
che alcuni volevano. È noto infatti che, secondo il periodo di 
sviluppo dei microrganismi, come anche secondo il processo di 
indurimento dei tessuti che li contengono e la sua diirata, 
può una stessa specie comportarsi colle materie coloranti in ma- 
niera tanto diversa, che il valore diagnostico differenziale di sif- 
fatte proprietà dev'essere posto in dubbio seriamente. 

Tuttavia esistono alcuni processi che possono dirsi speciali, 
inquantochè riescono adatti, a preferenza di quelli ordinari, per la 
dimostrazione di certi microparassiti, i quali hanno pure qualche 
cosa di particolare nel modo di comportarsi di fronte all'azione 
delle sostanze coloranti. Questo vale specialmente pei bacilli 
della tubercolosi, per la colorazione dei quali è stato proposto un 
numero grande di metodi, di cui adesso esporrò i principali, fa- 
cendo la scelta di quelli che offrono sui primitivi qualche reale 
vantaggio, sia per la sicurezza e facilità, come per la pronta 
esecuzione degli stessi. 

• 

Metodi di colorazione dei bacilli tubercolari. 

AJ Metodo di Koch — Il metodo primitivo, al quale 
si deve la scoperta del bacillo tubercolare, si può dire che 
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ormai non ha più che un valore storico, dal momento che 
lo stesso Koch ha poi accettato la modificazione intix>dotta 
dall'Ehrlich, ritenendola migliore. Il processo, quale trovasi 
descritto nella prima memoria del Koch sulla eziologia della 
tubercolosi (1) , consiste nel colorare dapprima i preparati , 
sia quelli di sezioni come quelli di sputo essiccato sui vetrini 
coproggelti, con una soluzione acquosa alcalina di bleu di 
metilene cosi preparata: si mescolano 1 ccm. di soluzione al- 
coolica concentrata di questa sostanza con 200 ccm. di acqua 
distillata, agitando ripetutamente, e vi si unisce, agitando sem- 
pre, 0,2 ccm. di una soluzione di potassa caustica al 10 ®/o. I 
preparati da colorarsi si tengono in questa miscela da 20-24 ore, 
oppure si abbrevia il tempo di colorazione fino a Vt"^ otb. 
riscaldando il liquido a bagno-maria a 40** C. Sui coproggetti 
cosi colorati si versa qualche goccia di soluzione acquosa 
concentrata di vesuvina, precedentemente filtrata, si lavano 
dopo 1-2 minuti coll'acqua distillata e si osservano quindi di- 
rettamente al microscopio. La vesuvina scaccia il primitivo co- 
lore bleu da tutti gli elementi del preparato, comprese le altre 
forme accidentali di microbi, eccetto che dai bacilli tubercolari, i 
quali spiccano pel loro colorito azzurro sul fondo bruno del campo 
microscopico. — I soli bacilli della lebbra si comportano, colorati 
in tal guisa, come quelli della tubercolosi. 

Se si tratta di sezioni, si opera egualmente; è necessario 
soltanto, dopo averle estratte dalla soluzione bleu, di tenerle in 
quella di vesuvina per 15-20 minuti e lavarle quindi con acqua, 
finché sia scomparsa qualsiasi traccia di colore bleu, rimanendo 
una colorazione bruna più o meno intensa. Si disidratano poi 
nell'alcool assoluto, si rischiarano coll'olio di garofani e si osser- 
vano in questo liquido al microscopio, oppure si chiudono nel 
balsamo o nella damar. 

Il Koch soggiunge che è indifferente usare invece del bleu 
di metilene altri colori d'anilina (fatta eccezione dai colori bruni), 



(1) Koch, Lavoro citato. 
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ma ritiene indispensabile raggiunta di un alcali al liq[uido di colo- 
razione, il quale, se acido o neutro, non servirebbe a colorare 
quei bacilli specifici. 

In seguito, come ho detto, lo stesso Koch ha adoperato 
la modificazione proposta dairshrlich, modificando però a 
sua volta alquanto il processo dì quest*ultimo nella maniera che 
è esposta in appresso. 

B) Metodo di Ehrlich (1) — Sono due i punti essenziali 
della modificazione portata da quest*autore al metodo anzide- 
scritto: anzitutto egli usa per rendere alcalina la soluzione co- 
lorante (la quale può essere di genziana, di violetto di metile o 
di fucsina), invece della potassa, un*altra base alcalina che è la 
fentìamina o anilina, detta anche olio d'anilina per la sua con- 
sistenza oleosa. In secondo luogo poi, prima di dare al fondo del 
preparato la colorazione di contrasto, lo decolora cogli acidi mi- 
nerali concentrati, i quali tolgono il colore a tutti gli elementi 
dei tessuti e agli altri microrganismi (anche qui fatta eccezione 
dai bacilli della lebbra), lasciandolo invece intatto ai bacilli tu- 
bercolari. Le basi fondamentali del processo di colorazione, che 
chiameremo di Koch-Ehrlich, sono adunque le seguenti: 

aj Lunga durata dell'azione della sostanza colorante, se 
Toperazione si fa alla temperatura dell'ambiente ; giacché mentre 
gli altri microrganismi si colorano rapidamente, quelli della tu- 
bercolosi abbisognano di un tempo molto maggiore, tanto che di 
questa proprietà il Baumgarten consiglia di valersi comedi 
un criterio difierenziale. 

bj Colorazione con una delle tre sostanze d'anilina anzi- 
dette, sciolta nell'acqua alcalinizzata fino a saturazione coll'olio 
d'anilina. 

cj Decolorazione rapida con una soluzione concentrata, 
acquosa od alcoolica, di acido nitrico od idroclorico. 



(1) Ehrlich, Comunicazione fatta alla « Verein f. inn. Medicin » di Ber- 
lino il io maggio 1882, e riprodotta poi nella « Berliner klinische Wochen- 
Bchrift, » 6 maggio 1882. 
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dj Finalmente, per facilitare l'osservazione microscopica 
e per potere osservare i rapporti che hanno gli elementi speci- 
flci tubercolari coi componenti anatomici dei tessuti, colorazione 
successiva dei nuclei e dei detritus cellulari con un'altra sostanza 
colorante, che faccia contrasto, più che si può, colla prima ado- 
perata. 

Quanto alle particolarità del processo, si comincia dal pre- 
parare sul coproggetti, trattandosi di esaminare lo sputo, uno 
strato sottile di questo materiale, schiacciando una piccola por- 
zione delle masse giallastre, più dense, dello sputo stesso fra due 
vetrini compressi fra il pollice e Tindice, in modo da ottenere su 
ciascuno di questi uno straterello uniforme. Si lascia disseccare 
all'aria, si fissa facendolo passare due o tre volte lentamente 
sulla fiamma ad alcool, oppure riscaldandolo per un'ora a 
100-1 !()• G. nella stufe a secco o sul tavolino dell' Ehr li eh, 
e si fa quindi sopranuotare colla superficie disseccata sul liquido 
colorante, contenuto in un vetro da orologio, lasciandovelo per 
circa 24 ore. 

La soluzione colorante di fucsina, di genziana, di dahlia, 
di violetto di metile (quest'ultimo sembra essere il più 
adatto) si può preparare in varii modi. Si può, come consi- 
glia il Friedlànder (1), fare una soluzione satura di olio di 
anilina commerciale (giallo scuro) , scuotendo ripetutamente 4 
ccm. di questa sostanza con 100 ccm. di acqua distillata, in modo 
da ottenerne una soluzione satura : questo si ottiene in una mez- 
z'ora circa, dopo di che si filtra e si versa il filtrato, limpido e tra- 
sparente, in una bottiglietta di vetro che contenga due dita tras- 
verse circa di violetto di genziana polverizzato. Si agita di quando 
in quando, e dopo un giorno si ha pronta una soluzione satura di 
genziana nell'acqua d'anilina (AniltnicasserJ della quale, quando 
si vuole adoperare, si filtra una certa quantità in un vetrino da 
orologio. Si può anche mescolare, come consiglia il Weigert, 



(1) Friedlaender, 0|>era citata, p. 40. 
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3 grammi di olio d'anilina con 15 gr. d'alcool assoluto, sciogliervi in 
un mortaio 1 gr. od 1,5 gr. di genziana polverizzata e mescolare la 
soluzione con 85 ccm. di acqua distillata e sterilizzata. Questa 
soluzione si può usare anche senza filtrarla. Più comodo e più 
spiccio ancora si è di tenere pronta una soluzione alcoolica satura 
di sostanza colorante, la quale se è al riparo dalla luce si mantiene 
inalterata per mesi, preparare come al solito 100 ccm. di acqua 
d'anilina e versarvi dentro la detta soluzione a goccia a goccia, 
finché si vede comparire un intorbidamento, oppure aggiunger- 
vene direttamente 5-6 ccm. 

Comunque sia preparato il liquido colorante, siccome si al- 
terano facilmente tanto la materia colorante quanto l'olio d'ani- 
lina, è regola generale di prepararne volta per volta piccole 
quantità, e di tenerlo in bottiglie nere o ravvolte con carta ver- 
niciata pure di nero. Se la soluzione è fatta col metodo primo 
descritto, è bene aggiungervi Vio ^^^ volume di alcool assoluto 
che serve a mantenerla più a lungo. Per essere sicuro del potere 
colorante del liquido che adopero, io uso tenore preparata una 
certa quantità di acqua d'anilina soprasatura, ne filtro volta per 
volta un 10-20 ccm. e vi aggiungo 15-30 goccio di soluzione al- 
cooUca satura di materia colorante. 

È sempre buona regola filtrare il liquido prima di adope- 
rarlo. Nel liquido filtrato si tengono i preparati, sieno secchi 
sui coproggetti, sieno di sezioni, per 20-24 ore, si lavano quindi 
nell'acqua distillata e si decolorano nell'acido azotico officinale, 
diluito con 2 volte il suo volume di acqua (33 Vs ^/o)* ^ questo 
non si devono tenere che pochi secondi (poi vetrini basta immer- 
gerli semplicemente 1 o 2 volte) e si devono quindi lavare subito 
nell'alcool, altrimenti anche i bacilli tubercolari perdono il loro 
colorito. È questo il momento più delicato dell'operazione, perchè 
se l'azione dell'acido si prolimga un poco al di là del necessario, 
si decolora ogni cosa. Questo fatto capita spesso finché non si è 
acquistata una pratica sufficiente, per cui ora giustamente si 
consiglia di fare la soluzione dell'acido più diluita, giacché cosi 
si può lasciare agire più a lungo senza pericolo. IlFriedlànder 
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consiglia di mescolare 3 parti di acido con 100 di alcool, e la- 
sciarvi i preparati per 3-5 minuti. Si può anche usare ugualmente 
bene, invece dell'acido nitrico, V acido cloroidrico in soluzione 
concentrata di 1 : 3 di acqua. 

Una volta decolorati, se si tratta di liquidi distesi sui coprog- 
getti, si lavano con acqua e si osservano pure in una goccia di 
acqua direttamente al microscopio: se sono sezioni e si vogliono 
conservare, si lavano ripetutamente nell'acqua, o meglio nell'al- 
cool al 60 ^/o, per togliere qualsiasi traccia di acidità, e si disi- 
dratano quindi coll'alcool assoluto. 

A questo punto o si rischiara il preparato con un olio es- 
senziale e si esamina in questo al microscopio, o si chiude in 
balsamo; oppure, se si vuole la colorazione doppia, come è 
sempre preferibile per dare ai nuclei ed al fondo del preparato 
una tinta uniforme che fa risaltare vieppiù l'immagine dei mi- 
crorganismi, si usa im'altra soluzione colorante, diversa secondo 
la tinta usata per la colorazione dei bacilli. Se questa era rossa 
(fticsina), si userà il bleu di metilene o il verde di metile, se 
era violetta, si userà il bruno di Bismarck o la vesuvina, e se 
finalmente era bleu, il carmino alluminato di Grenacker. 
Bisogna badare però a che la colorazione dei nuclei non sia 
troppo intensa e non copra l'imagine dei bacilli tubercolari; si 
usano perciò soluzioni tenui (1-2 ®/o), e si lasciano agire per poco 
tempo (2-5 minuti). 

Volendo conservare i preparati, questi si disidratano di nuovo 
nell'alcool, si rischiarano coU'olio di cedro o di bergamotto, an- 
ziché con quello di garofani che ha grande affinità pei colori 
d'anilina,' e si chiudono in balsamo o in damar. Queste sostanze 
devono essere sciolte non già nel cloroformio, ma nell'olio di tre- 
mentina o meglio nel xilolo o nella benzina, la quale serve a fis- 
sare la colorazione fatta coi sali d'anilina. Con tutto questo i 
preparati di bacilli tubercolari si conservano assai difficilmente; 
pare tuttavia che rinchiusi nel balsamo secco sciolto col calore, 
e tenendoli lungi dall'azione della luce, si conservino più a lungo. 

I vantaggi del metodo di Khrlich consistono essenzialmente 
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in ciò che l'anilina altera gli elementi meno che l'alcali usato 
prima dal Koch, e si ottengono cosi i bacilli specifici più 
fortemente colorati, e quindi più grossi ed appariscenti che col 
metodo primitivo; tanto che, mentre prima per osservarli era 
indispensabile l'apparecchio di Abbe, colla modificazione del- 
rEhrlich si vedono già, come finissimi bastoncini, a 300 diam. 
di ingrandimento e senza alcuno apparecchio speciale d'illumi- 
nazione. Vi sono tuttavia anche in questo metodo alcuni incon- ^ 
venienti, quali sarebbero la facile decolorabilità, se si tengono 
troppo a lungo in contatto coli' acido, e il rimanere sempre 
scolorito qualche bacillo. Ad ogni modo però, malgrado tutte le 
varianti proposte successivamente, rimane sempre il processo 
più delicato e più sicuro per la diagnosi differenziale dei bacilli 
tubercolari. 

n Koch usa ora anch'esso questo processo, leggermente mo- 
dificato come segue (1): 

a) Si prepara la soluzione colorante aggiungendo a 100 ccm. 
di acqua d'anilina, preparata come sopra, il ccm. di soluzione 
alcoolica satura di genziana, o di violetto di metile, o di fucsina 
(la quale serve meglio per i preparati da conservarsi) e 10 ccm. 
di alcool assoluto. — Tale soluzione si mantiene sicuramente atta 
alla colorazione per circa 10 giorni. 

b) Le sezioni si lasciano in questa soluzione almeno 
12 ore; i preparati sui coproggetti si lasciano 10 minuti nel 
Uquido riscaldato a 50®. 

e) Si immergono successivamente nell'acido nitrico i}r/t?o 
di acido nitroso, diluito in 34 voi. di acqua, per pochi secondi, 
per 50" tutt'al più. 

dj Si lavano nell'alcool al 60 °/o per pochi minuti (i ve- 
trini basta immergerveli 2 o 3 volte). 

ej Si colorano di nuovo per qualche minuto con una SO- 



CI) Koch, Die Aetiologie der Tuberculose, Mittheilungen aus dem kai- 
serl. Gesundheitsamte, Bd. II, 1884. 
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luzione diluita di vesuvina o di bleu di metilene (se prima 
si è usata la fucsina). 

f) Si lavano di nuovo nell'alcool al GO ^l^, si disidratano 
nell'alcool assoluto e si rischiarano coll'olio di cedro o di tre- 
mentina. 

gj Si osservano direttamente al microscopio in una goccia 
di olio essenziale, con im ingrandimento dai 6-700 diam. e col- 
Tapparecchio di Abbe senza diaft^ammi. 

hj Finalmente, se si vogliono conservare, si chiudono nel 
balsamo sciolto nella trementina. 

Per stabilire un tal metodo rEhrlich è partito dal duplice supposto che 
i bacilli, i quali, secondo il K o e h, si colorano nelle soluzioni alcaline dei 
colori basici d'anilina e non in quelle neutre od acide , sieno circondati da 
un involucro (Hù 11 e), permeabile per gli alcali solamente, e che il me- 
desimo non sia permeabile neanche per gli acidi forti minerali; per cui 
quando questi agiscono sul preparato uniformemente colorito, tolgono il co- 
lore a tutti gli altri elementi , eccetto che ai bacilli specifici, ì quali risal- 
tano in tal guisa sul resto del campo microscopico incoloro. 

L'esattezza di queste ipotesi è stata dimostrata nulla dalle ricerche poste- 
riori, le quali hanno dimostrato invece che nel processo Koch-Ehrlich 
non v'ha niente di assoluto e di essenziale (specifico) , come prima si cre- 
deva. Non la reazione alcalina del liquido colorante, giacché lo Zi eh 1(1) 
è riuscito a colorare questi bacilli anche aggiungendo al liquido stesso una 
sostanza acida, quale il fenolo, l'acido pirogallico e la resorcina; ed il Licht- 
heim (2), il De Giacomi (3), il Prior(4), ed il? e tri (5) hanno dimo- 
strato che bastano le semplici soluzioni dei colori basici d'anilina , senza 
alcuna aggiunta né di alcali né di acido, per ottenere la voluta colorazione. 
Recentemente poi il Baumgarten(6) con nuove ricerche é giunto alla 
conclusione, che non solo quei bacilli si colorano nelle semplici soluzioni 
anzidette senza alcuna aggiunta, ma che neppure è necessaria per renderli 
manifesti la successiva decolorazione cogli acidi forti, anche quando si tratti 
di preparati di sezioni. Egli ha mostrato inoltre che la colorazione doppia, 
la quale serve pure a differenziare i bacilli tubercolari dagli altri microrga- 



(1) ZiEHL, Zur Fdrbung des Tuberkelbacìllus, Deutsche med. Wochen- 
schrift, 1882, No. 33. 

(2) LiCHTHEiM, Zur diagnostische Yervoerthung der Tuberkelbacillen , 
Fortschr. der Med., 1883, No. 1. 

(3) Db Giacomi, Ibid., 1883, No. 5. 

(4) Prior, Beri. klin. Wochenschr., 1883, No. 33. 

(5) Petri, Ibid., 1883, No. 48. 

(6) Baumgarten , Beitnfpe zur DarsteUungsnìCtìiode lìcr Tuberkelba- 
cillen^ Zeitschrift fùr wissensohaftliche Mikroskopie, Bd. I. Heft I, 1^^. 
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nismi, si può ottenere egualmente senza aggiunta di alcali e senza successiva 
decolorazione cogli acidi minerali. 

Quest'ultima conclusione, che dimostra che nulla v'ha di specifico nella 
colorazione nò di questi né degli altri microparassiti, oltre un grande inte- 
resse teorico, ha pure importanza dal lato pratico, poiché col metodo di 
colorazione semplice, senza uso di acidi, proposto dal Baumgarten, riman- 
gono colorati oltre i bacilli del Koch anche altri microrganismi, che pos- 
sono a Iato di questi trovarsi nei tessuti tubercolari. Quanto sia importante 
questo fatto lo dimostrano le ricerche recenti dello stesso Koch, il quale 
ha trovato nell'interno dello spessore delle caverne polmonari, oltre il bacillo 
specifico, anche una specie di micrococco patogeno (micrococcus tetragonus), 
la cui entità per la genesi del processo distruttivo polmonare non é ancora 
stabilita. 

Con tutto questo però né i metodi più semplici del Baum- 
garten né qualsiasi altro finora proposto può sostituire, anche 
a giudizio di quest'ultimo autore, il metodo di Koch-Ehrlich, 
quando si tratti di stabilire un diagnostico differenzicUe si- 
curo ed esatto. Si preferirà invece il metodo della colorazione 
(semplice o doppia) coi soli colori d' anilina , senza decolora- 
zione cogli acidi né aggiunta di alcali, allorquando, dopo avere 
stabilito il diagnostico, si vogliano in pari tempo studiare certe 
particolarità istologiche delicate dei tessuti (es. la cariocinesi) , 
oppure si voglia ricercare se insieme coi bacilli tubercolari 
esiste qtmlche altra specie di miC7^organismi. 

Tuttavia anche il valore diagnostico della colorazione Koch- 
Ehrlich non é assoluto, giacché vi sono i bacilli della lebbra che 
si comportano anch'essi ugualmente di fronte all'azione degli 
stessi reagenti, n Lichtheim, il Babes, il Petri e il De-Gia- 
comi (1) asseriscono inoltre che anche altre forme di microbi si 
colorano collo stesso processo. Delle sostanze coloranti la più adatta 
è il violetto di metile, il quale in soluzione nell'acqua d'anilina 
dà le più belle colorazioni dei bacilli tubercolari. 

I pezzi da sezionare devono essere induriti nell'alcool assoluto, 
oppure prima nella-soluzione di Miiller e quindi nell'alcool (2). 



(1) Lavori citati. 

(2) 11 Baumgarten asserisce che l'induramento nel liquido di Mùller non 
altera per nulla la colorabilità dei bacilli tubercolari. 
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L'acido cromico rende più difficile ed incompleta la colorazione, 
per cui si consiglia di non usarlo se non quando si vuole in 
pari tempo fissare certe apparenze delicate di struttura, come 
sarebbe la scissione nucleare. L'esame dei preparati si può fare 
anche con ingrandimenti mediocri (3-400 diametri), senza che 
sia indispensabile l'apparecchio d'illuminazione: nei casi dubbi 
però, quando il numero dei bacilli è scarso, bisogna usare forti 
ingrandimenti (600 diam.), l'immersione omogenea e l'apparec- 
chio di Abbe. 

Al metodo di Ehrlich si sono fatte dai singoli osservatori innumere- 
voli modificazioni, la maggior parte delle quali però sono di semplice det- 
taglio e quindi di poca importanza. Cosi taluni hanno usato come decolo- 
rante Tacido nitrico puro (1) , altri (2) consigliano di adoperare una sostanza 
colorante preparata sempre estemporaneamente, sciogliendo 1 gr. di violetto 
di genziana in 50 gr. d'acqua di anilina ; altri finalmente , invece dell'acid o 
nitrico mescolato coll'acqua, adoperano un miscuglio di acido nitrico e di 
alcool (due goccio d*acido che segni 1,087 in un vetro da orologio pieno a 
metà di alcool). 

Si sono pure proposte alcune modificazioni importanti, di cui le principali 
sono le seguenti. 

lo Modificazione del Rindfleisch(3). — È questo un miglioramento 
notevole per la maggiore rapidità che si ottiene nel processo, mediante il ri- 
scaldamento del liquido colorante. Si può a tale scopo riscaldare direttamente 
sulla fiamma d'alcool il vetro da orologio che contiene la soluzione, finché se 
se ne vedono svolgere i vapori, come consiglia il Rindfleisch; oppure, 
come vuole il Koch, riscaldarlo fino a 50^ G. in una stufa o nel bagno 
maria. Basta allora un breve soggiorno del preparato (10-15 minuti) in questo 
liquido per ottenere la colorazione. Nel resto si segue il processo Koch- 
Ehrlich. Questo metodo è raccomandabile specialmente pei preparati sui 
coproggetti, ma non lo è altrettanto per le sezioni. 

2? Modificazione del "Weigert. — Consiste nell'usare, invece della so- 
luzione di genziana nell'olio d'anilina, un liquido cosi composto: 90 gr. di 
acqua distillata, 10 gr. di alcool assoluto, 0,5 gr. di ammoniaca e 2 gr. di 
violetto di genziana si mescolano insieme e si filtrano. Il trattamento suc- 



(1) GuTTMANN, Ueber den Nachweiss der Tuberkelbacillen und ihr Vor- 
hommen in den phiisischen Sputis , Ver bandi, d. med. Gesellschaft , Beri, 
klin. Wochenschr., 1882, p. 789. 

(2) Balmer und Fraenrel, Ueber das Verhalten der Tuberkelbacillen 
im Austourfe todhrend das Yerlauf der Lungenschwindsucht, Beri. klin. 
Wochenschr., 1882, No. 45, p. 679. 

(3) Rindfleisch, Ueber Tuberkelbacillen, Sitzungsber. d. phys. med. Ge- 
sellsch. Wùrzburg, 1884, No. 8. 
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ceasivo dei preparati è lo stesso anzidescritto. 11 Plaut (i) dice essere questo 
il metodo migliore, perchè rende visibili nelle sezioni anche i bacilli che re- 
stano isolati, sparsi qua e colà; lo raccomanda perciò nelle ricerche della 
tubercolosi dell'uomo e del vitello. 

3* Modificaziotie del Van Ermengem(2). — Per avere nel liquido 
colorante alcalinizzato una quantità più'grande d olio d'anilina che in quello 
preparato come d'ordinario ,il Van Ermengem approfitta della maggiore 
solubilità di quella sostanza nell'alcool : scioglie quindi anzitutto la sostanza 
colorante in 40 ccm. di alcool assoluto , vi aggiunge 4 ccm. di olio d'anilina, 
mescola questa soluzione con egual volume di acqua distillata e filtra, pre- 
parando il liquido fresco volta per volta. 1 reattivi coloranti più stabili sa- 
rebbero, secondo lui, il solfato di rosanilina e il violetto di metile 5B; bi* 
sogna però sempre usare l'avvertenza di lavare bene con acqua i prepa- 
rati decolorati coU'acido nitrico, per togliere qualsiasi traccia di quest'acido. 
Per la colorazione del fondo del preparato, il Van Ermengem con- 
siglia la soluzione acquosa di bleu d'anilina o quella di vesuvina, o meglio 
ancora il 'carmino alluminato, fatto agire per 5-10 minuti, quando la colora- 
zione dei bacilli è stata fatta col bleu di metilene o col verde di metile. 

4** Modificazione del Frànkel(3). — Serve per la doppia colorazione 
rapida dei preparati secchi degli sputi. Il FrSnkel, per preparare un' ac- 
qua d'anilina che si conservi e non abbia bisogno di essere filtrata, con- 
siglia di sciogliere 3 ccm. d'olio di anilina o di toluidina (che è la sola che 
può sostituire l'anilina con eguale risultato) in 7 ccm. di alcool assoluto e di 
aggiungervi 90 ccm. di acqua distillata. Si prendono 5 ccm. di quest'acqua 
d'anilina, si riscaldano fino a 100^ G. e vi si aggiunge a goccia a goccia 
una soluzione satura di fucsina o di violetto di metile, finché ha preso un 
colorito intenso opalescente. 1 vetrini coproggetti si lasciano sopranuotare 
sul liquido cosi riscaldato per 2-3 minuti, ed anche meglio per 8-10 mi- 
nuti. La decolorazione e la colorazione successiva del fondo del preparato si 
compiono contemporaneamente in uno stesso liquido, così composto: per i pre- 
parati coloriti colla fucsina serve una miscela formata da 50 parti di alcool, 
30 di acqua e 40 di acido nitrico, a cui si aggiunge tanto bleu di meti- 
lene finché se ne ottiene agitando una soluzione satura, e quindi si filtra ; per 
quelli coloriti col violetto di metile, si usa una miscela di 70 parti di alcool 
e 30 di acido nitrico, saturata con vesuvina e filtrata. In queste soluzioni si 
lasciano 1 preparati per 1-2 minuti, si lavano con acqua o con alcool al 
50 ^1^ leggermente acidulati con acido acetico (Vs ^/o)« 6 si osservano nell'ac- 
qua, oppure si lasciano disseccare e si conservano nel balsamo. 



(1) Plaut , Farbungs-Methoden zum Nachweis der Microorganismen , 
Leipzig 1885. 

(2) Van Ermengem, Préparation des hactéries de la tuberculose, perfe- 
ctiomiements apportés à la méthode de doublé coloration^ Bull, des Seances 
de la Société beige de Microscopie, 29 juillet 1882, p. 151. 

(ò) B. Fraenkel, Uéber die Furbung desKocKschen Bacillus, Beri. klin. 
Wochenschr., 1884, No. 13. 
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Questo metodo pure avendo tutti i vantaggi di quello diKoch-Ehrlich, 
è molto più spiccio e perciò raccomandabile per Tesarne degli sputi. 

zfi Metodo di Neelsen. — Non è che una delle modificazioni proposte 
dallo Z i e h 1 al metodo Koch-Ehrlich, nella quale all'olio d'anilina viene 
sostituito Tacido fenico : 1 gr. di fucsina si scioglie in 100 gr. di soluzione 
acquosa d'acido fenico al 5 o/q e vi si aggiungono 10 ccm. di alcool. I pre- 
parati sui coproggetti si colorano assai rapidamente in questo liquido ri- 
scaldato fino alla comparsa dei vapori; le sezioni vi si tengono 5-10 min. 
alla temperatura dell'ambiente. Si lavano in una soluzione acquosa d'acido 
solforico. al 25 ^/q e si colorano successivamente col bleu di metilene. Questo 
metodo, oltre la grande rapidità, ha pure il vantaggio che il liquido colo- 
rante si mantiene inalterato anche per mesi. 

Passiamo ora ad esporre i metodi che si servono della colora- 
zione semplice ordinaria coi colori d'anilina. 

CJ Metodi del Bauingarten.—ll metodo antico (1), che ha 
servito a quest'autore per iscoprire il bacillo tubercolare contem- 
poraneamente quasi col Koch, riposa sulla proprietà che hanno 
i microbi di resistere all'azione dissolvente degli alcali (potassa 
caustica), più degli elementi organici dei tessuti. Per gli sputi ha 
proposto il seguente metodo di ricerca, che direi quasi « ne- 
gativo». I preparati sui coproggetti, fatti e disseccati come d'ordi- 
nario, si tengono per pochi momenti in una soluzione allungata 
di potassa caustica (1-2 goccie di soluzione al 33 °/o in un vetro 
da orologio pieno d'acqua); dopodiché, se si osservano al micro- 
scopio a 4-500 diam. d'ingrandimento, si possono già vedere chia- 
ramente i bacilli tubercolari , per la loro apparenza più grossa 
e più voluminosa di quella che hanno dopo la colorazione colle 
sostanze d'anilina. Per differenziarli però dai bacilli ordinari, si 
fa disseccare nuovamente il vetrino all'aria, si fa passare 2-3 volte 
attraverso la fiamma e vi si versa sopra una goccia di soluzione 
allungata di violetto o d'inchiostro di anilina. Con questo processo 
tutti i microbi si colorano subitamente in violetto, fatta ecce- 
zione da quelli tubercolari che rimangono incolori. Un tal pro- 



ci) Baumgarten, Ueber ein bequemes Verfahren Tuberkelbacillen in 
Spuiis nachzuweiseìiy Gentralblatt f. d. med. Wissenschaften, 1882, No. 25. 
— Tuberkelbacterien, Ibid., No. 15 e 19, 1882. 
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cesso si raccomanda specialmente nella pratica ordinaria per 
la sua brevità (10 minuti), ed anche perchè è un metodo diffe- 
renziale abbastanza sicuro, fondato sulla proprietà che hanno i 
bacilli della tuberculosi di colorarsi più lentamente di tutti gli 
altri, compresi in ciò anche gli stessi bacilli della lebbra. 

I Tnetodi recenti del Baumgarten (1) si riferiscono tanto 
alla colorazione semplice che a quella doppia, fatte però coi colori 
di anilina senza aggiunta di alcali né di altre sostanze, e senza 
decolorazione cogli acidi. 

Colorazione semplice. — Le sezioni di tessuti, induriti nel- 
l'alcool nel liquido di Miiller, si tengono immerse per 12-24 
ore in ima soluzione alcoolica di violetto di metile molto diluita, 
che si prepara ew tempore versando 4-5 goccio di soluzione al- 
coolica satura in un piccolo vetrino da orologio pieno di acqua 
distillata. Si lavano quindi nell' acqua , si decolorano per 5-10 
minuti nell'alcool assoluto, si rischiarano coli' olio di garofani e 
si chiudono immediatamente in una miscela a parti eguali di 
balsamo (senza cloroformio) e di olio di garofani. I bacilli tuber- 
colari, osservati coli' obbiettivo */«« Zeiss immersione omogenea 
e col condensatore di Abbe senza diaframma, appaiono coloriti in 
noletto scuro sul fondo del preparato che ha un colore violetto 
pallido. A lato di questi si colorano anche le altre specie di 
bacilli, i quali però si possono differenziare dai primi per ciò 
che, tenuti a contatto dell'olio di garofani, conservano il loro 
colorito per giorni e settimane inalterato, mentre i bacilli tuber- 
colari lo perdono in poche ore. 

Si può ottenere anche la colorazione isolata di questi ultimi, 
ponendo per 5 minuti i preparati, prima di decolorarli nell'alcool, 
in una soluzione di carbonato di potassa satura per metà, la 
quale fa si che l'alcool tolga quindi quasi completamente il co- 
lore ai tessuti. 

Come pel metodo Koch-Ehrlich, anche qui si puòabbre- 



(1) Baumgarten, Zeitschr. f. wissensch. Mikroskopie, Bd. I, p. 52. 
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viare il tempo deiroperazione fino a 10-20 minuti, riscaldando il 
liquido a 50° G. (Koch) a bagno maria, oppure sulla fiamma ad 
alcool (Rindfleisch) finché si svolgono vapori visibili. Anche 
con questo metodo, se si usano gli acidi minerali concentrati^ questi 
decolorano i tessuti lasciando colorati i bacilli specifici. 

Colorazione doppia. — Dopo avere colorito le sezioni colla 
soluzione di violetto di metile, come sopra, si decolorano nell'alcool 
assoluto per 5 minuti, e quindi si immergono per 15-20 minuti 
in una soluzione acquosa concentrata di bruno di Bismarck, 
semplice o contenente 1 °/o di acido acetico (preferibile); si disi- 
dratano quindi per 5 minuti coli* alcool assoluto e si trattano 
successivamente come di solito. I bacilli spiccano pel loro colo- 
rito violetto intenso sul resto del campo microscopico colorato in 
bruno. Questa sarebbe veramente una reazione caratteristica ed 
avente un valore diflTerenziale sicuro come quella di Koch- 
Ehrlich, giacché il Baumgarten asserisce di aver trovato 
che tutte le altre specie di bacilli, trattati v^ualmente, perdono 
il colore violetto e si colorano in bruno come il resto del pre- 
parato (1). 

Si può anche usare con risultato quasi eguale il violetto di genziana, per 
quanto però la colorazione riesca sempre meno intensa che col rioletto di 
metile. La fucsina è invece poco adatta a tal processo. Se si adoperano in 
luogo delle soluzioni alcooliche allungate le soluzioni acquose semplici, si 
ottiene egualmente la colorazione, ma non cosi intensa. 

Per la colorazione dei preparati essiccati sui vetrini coproggetti il pro- 
cesso non cambia; è soltanto più breve il tempo necessario a che i bacilli 
si colorino, giacché, usando soluzioni un po' più concentrate , si può alla 
temperatura dell'ambiente averli colorati in Vs-1 ora, e riscaldando il liquido 
a 50" G. , in 5 minuti. Per avere la colorazione doppia, si lasciano nell'alcool 
1 minuto soltanto, e 5 minuti nella soluzione di bruno di Bismarck o di 
vesuvina; si lavano con acqua distillata, si fanno disseccare e si chiudono 
nella miscela di balsamo e olio di garofani (2). 



(i) L'A. non dichiara in particolare se anche i bacilli della lebbra, i quali, 
come è noto, si comportano egualmente dei tubercolari cogli altri metodi di 
colorazione, reagiscono in questo caso diversamente come gli altri micror- 
ganismi. 

(2) Non so comprendere il motivo per cui FA. consiglia Folio di garofani 
per conservare i preparati , mentre secondo V esperienza comune quest'olio 
toglie rapidamente il colore ai bacilli tubercolari. 
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Dei vantaggi ed inconvenienti, che oftre questo metodo in confronto di 
quello diKoch-EhrIich, ho già parlato: aggiungerò solamente che la 
colorazione doppia differenziale del Baumgarten esige sempre un tempo 
maggiore, e quindi a me sembra che il valore della stessa sia essenzial- 
mente {borico, e serva soltanto a dimoetraore che nulla hawi di specifico 
né in questo, né in alcun altro metodo di colorazione dei microparassiti. 
Concludiamo adunque che le differenze che distinguono i bacilli tubercolari 
da tutti gli altri, anziché qualitative, sono semplicemente di quantità e con- 
sistono in ciò che gli siCBai si colorano più lentamente^ più difficilmente e 
più durevolmente di tutti. 

Colorazione dei bacilli della lebbra. 

Ck>me appendice ai metodi di colorazione dei bacilli tuber- 
eolariy è necessario dire ancora qualche cosa del modo di diffe- 
renziare questi microparassiti da quelli della lebbra, i quali hanno 
proprietà morfologiche pressoché uguali e si comportano anche 
ugualmente verso i reattivi coloranti. 

Lasciando da parte per ora le differenze che esistono fra le 
due specie di bacilli relativamente alla forma e alla disposizione 
loro nei tessuti, e specialmente riguardo alle proprietà biologiche 
di ciascuno (v. Gap. VIU) , vediamo intanto se è possibile distin- 
guerli anche coiraiuto dei soli mezzi di colorazione, n Koch 
avendo trovato che i bacilli della lebbra, trattati col suo metodo 
speciale, si colorano ugualmente che quelli tubercolari, avea 
pure affermato che i primi, come tutti gli altri microbi, si colo- 
rano anche colle soluzioni semplici di anilina, mentre quelli della 
tubercolosi si rendono manifesti soltanto col processo specifico 
sopradescritto. Questo carattere differenziale è stato però dalle 
osservazioni successive dimostrato inesatto , per cui pareva che 
si dovesse rinunciare a distinguere con tal mezzo le due forme di 
baciUi, quando il Baumgarten (i) è riuscito a stabilire un 
metodo di colorazione differenziale, basato sulla proprietà che 




(1) Baumgarten, Ueber Untersuchungsmethoden zur Unterscheidung 
LtprcHmd Tuberkel-BaciUen^ Zeitschrift fùr wissenschaftliche Mikro- 
Bd. 1, Heft 3, p. 367, 1884. 

9 
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hanno i bacilli della lebbra di colorarsi più facilmente ed in mi' 
nor tempo di quelli tubercolari, di tenere cioè a tal riguardo un 
posto di mezzo fra questi ultimi e il resto dei microrganismi. Io 
stesso ho avuto occasione di provare ripetutamente l'esattezza di 
questo fatto, e raccomando quindi il processo anche perchè è 
semplice e spiccio abbastanza. 

Si prepara una soluzione alcoolica diluita di fucsina^ aggiun- 
gendo 5-6 goccie della soluzione alcoolica satura in un piccolo 
vetrino da orologio 'pieno d'acqua; vi si lasciano sopranuotare i 
preparati fatti sui portoggetti per 6-7 minuti (le sezioni vi si 
tengono immerse per 12-15 minuti), e si decolorano per V4 ^^ 
minuto (le sezioni */« minuto) in un miscuglio di alcool e di acido 
nitrico puro, nella proporzione di 1 di acido su 10 di alcool. Si 
lavano quindi ripetutamente nell'acqua distillata, per togliere 
qualsiasi traccia di acido, si immettono per qualche minuto 
in una soluzione acquosa di bleu di metilene, si lavano di nuovo 
e si esaminano nell'acqua (le sezioni si disidratano nell'alcool as- 
soluto e si rischiarano colVolio di Ì)ergamx)tt0y e non coU'olio di 
garofani che toglie il colore ai bacilli della lebbra, quando questi 
sono stati colorati rapidamente). I bacilli della lebbra appaiono 
colorati in rosso sul fondo bleu, mentre quelli tubercolari, nello 
stesso tempo e con un simile trattamento, non si sarebbero ancora 
colorati. 

Anche il violetto di genziana quello di metile danno gli stessi 
risultati della fucsina, ma è sempre preferibile quest'ultima so- 
stanza, giacché è la migliore di tutte per la colorazione dei ba- 
cilli della lebbra, come lo è il violetto di metile per quelli della 
tubercolosi. 

Particolarità della colorazione di altri microparassiti. 

Gli altri microrganismi patogeni, per quanto si colorino tutti 
coi metodi generali suesposti, offrono tuttavia qualche particola- 
rità, relativa alle condizioni che sono più favorevoli per la colo- 
razione di ciascuno. Quindi allorché si devono ricercare nei 
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tessuti o nei succhi deirorganismo animale, è necessario intro- 
durre nei metodi di esame generali qualche piccola variante, 
che è bene conoscere per riuscire più facilmente nello intento. 

Bacilli tifosi di Ebérth. — Si colorano un po' più difficil- 
mente degli altri microbi, e prima anzi si credeva che bastasse 
l'indurimento dei tessuti nell'alcool per distruggere l'affinità di 
questi elementi pei colori d'anilina. Recentemente però il Fried- 
lànder ha osservato che si colorano facilmente nelle soluzioni 
ordinarie riscaldate a 40-50° G. Bisogna badare soltanto a deco- 
lorare le sezioni nell'alcool e non negli acidi allungati, i quali 
tolgono il colore ai bacilli in discorso. 

Si colorano del resto assai bene colla soluzione alcalina di 
metilene, preparata secondo la formula di Lòffler, oppure, come 
consiglia il Gaffky (i), lasciando le sezioni per 20-24 ore in 
una soluzione concentrata di bleu di metilene, preparata fresca 
ogni volta mescolando a parti eguali la soluzione alcoolica satura 
coll'acqua distillata; si lavano quindi nell'acqua senza acido, si 
disidratano nell'alcool, si rischiarano coll'olio di trementina e si 
conservano finalmente nel balsamo del Canada. 

Gli autori affermano che col metodo di Gram i bacilli 
tifosi si decolorano; io ho però ripetutamente usato cotesto me- 
todo per la colorazione dei bacilli in discorso , e li ho ottenuti 
colorati come gli altri, avendo soltanto l'avvertenza di lasciare le 
sezioni nel liquido colorante per 12-24 ore. 

I BACILLI DEL MOCCIO SÌ Comportano egualmente e si deco- 
lorano in presenza degli acidi diluiti. Si colorano bene invece 
nella soluzione di Lóffler. Lo Schiitz (2), che li ha studiati 
per primo insieme col Loffler, consiglia il metodo seguente: si 
prendono le sezioni di nodo moccioso fresco, non indurito nell'al- 
cool, e si tengono per 24 ore in un liquido colorante, formato 
dalla miscela a parti eguali di una soluzione alcoolica concentrata 



(1) Gaffky, Mittheilungen a. d. kais. Ges., Ed. Il, p. 378. 

(2) ScHUTZ, Thierdrztliche Mittheilungen, 1883. 
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di bleu di metilene e di una soluzione di potassa a 1 : 10,000 ; si 
lavano nell'acqua acidulata con acido acetico (4 goccie in un 
vetrino da orologio pieno d'acqua^ si tengono per 5 minuti nel- 
l'alcool diluito al 50 ®/o e per 15 minuti nell'alcool assoluto; si 
rischiarano coU'olio di cedro e si conservano nel balsamo. 

I bacilli del moccio nei pezzi induriti nell'alcool si colorano 
difficilmente e sono anche assai difficili da osservarsi. É neces- 
sario perciò di ricercarli coli' immersione omogenea e coli' ap- 
parecchio di Ab he. È più focile ritrovarli negli organi degli ani- 
mali (cavie e cani giovani) nei quali si è praticato l'innesto del 
virus moccioso. 

n processo di colorazione suesposto non si può applicare alla 
diagnosi della malattia nel vivente, poiché unitamente ai bacilli 
specifici si colorano anche tutte le altre forme di microbi che 
si trovano nel muco nasale, e non si conosce ancora un me- 
todo che serva per la colorazione isolata di quelli del moccio. 

I PNBUMOGOCx:! SÌ colorano bene coi metodi ordinari ed anche 
col metodo di Oram. Per colorare le capsule^ da cui in date 
circostanze si trovano avvolti, se si tratta di preparati a secco, 
basta colorarli nella soluzione acquosa semplice di genziana ri- 
scaldata, lavarli nell'acqua ed osservarli in questa al microscopio; 
oppure si disseccano e si conservano nel balsamo, senza però trat- 
tarli coU'alcool, che toglie la tinta alle capsule stesse. 

Per avere la colorazione di queste nelle sezioni di tessuto 
polmonare, si usa il seguente processo del Friedlànder (1) colla 
soluzione acida di genziana: 

Soluzione alcoolica concentrata di genziana 50^0 

Acqua distillata 100,0 

Acido acetico 10,0 

Si lasciano le sezioni in questo liquido per 24 ore, si deco- 
lorano per 1-2 minuti in una soluzione acquosa di acido acetico 
a 0,1 ^/o, si disidratano rapidamente nell'alcool e si trattano col- 
l'olio di garofani ecc., come di solito. 



(i) Frikdlainder, Fortschrittc der Medicin, N. 3, p. 32, 1885. 
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Gli spirocheti della febbre ricorrente si alterano facilis- 
simamente in presenza dei reattivi, anche in presenza dell'acqua, 
e si colorano difficilmente. Nel sangue, disteso in istrato sottile 
sui coproggetti e disseccato, gli elementi in discorso si colorano 
sufficientemente colla fucsina e col violetto di metile o di gen- 
ziana. Ma nelle sezioni non si rendono evidenti che per mezzo dei 
colori bruni di anilina, ed il K o e h è riuscito appunto a colorarli 
nei tessuti, usando il bruno d*anilina sciolto nel miscuglio a parti 
eguali di glicerina e di acqua. Il Lòffler però afferma che si 
colorano bene anche colla sua soluzione alcalina dì bleu di me- 
tilene. 

I FUNGHI delle MUFFE, cho SÌ trovauo nelle vie aeree nelle 
bronco-pneumomicosi, si colorano facilmente nelle sezioni usando 
il metodo di Loffler col bleu di metilene in soluzione alcalina, 
oppure tenendo i preparati per 12 ore in una soluzione acquosa 
diluita di vesuvina. 

L*AGTiNOMiCEs il qualo , come sembra, appartiene agli ifo- 
miceti (conidiomiceti), si vede già nelle sezioni dei tessuti induriti, 
senza alcun trattamento, oppure dopo averle rischiarate colla 
potassa o cogli acidi allungati, i quali servono anche a decalci- 
ficare gli ammassi di funghi già vecchi, ove si depositano spesso 
i sali calcari. Volendo fare la ricerca dell' « actinomices » nel pus, 
non si deve aggiungere a questo nessun liquido, giacché i conidi 
del fungo si alterano e scompaiono anche neir acqua semplice. 
Per colorarli si usano i metodi seguenti: 

A) Metodo di Weigert. Questi si è servito dell' orceina, 
disciolta nel modo proposto dal Wedl. Si prende l'estratto 
purificato del lichene (Roccella tinctoria), si priva del tutto 
dell'ammoniaca che contiene, tenendolo esposto all'aria qual- 
che giorno: si prepara quindi la soluzione prendendo 20 ccm. 
di alcool assoluto, 5 ccm. di acido acetico e 40 gr. di acqua di- 
stillata, ed aggiungendovi a poco a poco l'estratto fino ad ot- 
tenere un liquido di un color rosso scuro, che dopo filtrato di- 
venta rosso rubino. Si tengono le sezioni in questo liquido per 
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1 ora circa, si lavano rapidamente nelFalcool, si mettono in una 
soluzione acquosa di genziana air 1 ^/^ e si trattano quindi come 
nella colorazione ordinaria dei microrganismi. In tal guisa si vedono 
i nuclei colorati in bleu-violetto, il tessuto connettivo in arancio 
chiaro e la parte interna granulosa degli ammassi di fungo co- 
lorata in bleu chiaro e diffuso; questa è talora separata per 
mezzo di una zona incolora dai rigonfiamenti claviformi raggiati, 
i quali appaiono tinti d'un bel rosso rubino. 

Questa colorazione non è però cosi facile e sicura nella riu- 
scita come quella ordinaria: bisogna badare a che la soluzione di 
orceina sia recente, e a non lavare troppo a lungo i preparati col- 
Talcool, altrimenti questo porta via il colore rosso anche ai conidii. 

Per iscoprire questo fungo nella carne di porco, il Duncker(l) 
ha usato il seguente processo. Si fa una soluzione satura di coccini- 
glia neiralcool, e se ne pongono 10 goccie in un vetro da oro- 
logio pieno d* acqua. Si tengono le sezioni in questo liquido per 
8 ore e quindi si lavano ripetutamente nell'alcool, si rischiarano 
coll'olio di bergamotto e si chiudono nel balsamo. Gli attinomi- 
ceti appaiono di un magnifico rosso sul resto del campo colorito in 
roseo. Per ottenere la colorazione doppia, si tengono immerse per 
1-3 ore le sezioni colorate colla cocciniglia in una soluzione di 
ematossilina, e si trattano quindi come sopra. 

Per la colorazione delle amibe libere e delle cellule senza 
membrana, si può usare, come consiglia il Brass (2)^ la solu- 
zione seguente: 

Cloruro di platino . . 1 parte 
Acido cromico .... 1 » 
Acido acetico .... 1 » 
Acqua .... 400-1000 parti 



(i) DuNCRER, Zeitschrift fur Mikroskopie und Fleischbeschau , III, 1884» 
No. 3. 

(2) Brass, Die Methoden bei der Untersuchung ihierischer Zellen, Zeit- 
schrift far wissensch. Mikroskopie, Bd. I, p. 39, 1884. 
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Le sezioni di pezzi induriti in una soluzione di acido cro- 
mico a Va • V«^/o si tengono nella miscela anzidetta per qualche 
minuto, si lavano nell'alcool al 30 *^/o e quindi nell'alcool sempre 
più concentrato, finché si mettono nell'alcool assoluto. 

Colorazione dei microfiti cutanei. 

Come appendice ai metodi di colorazione speciali esporrò i prò* 
cessi messi in uso dal Bizzozero (i) per lo studio dei microi^a- 
nismi della pelle normale, giacché servono ugualmente per la 
ricerca dei parassiti cutanei appartenenti alla stessa classe. 

Siccome la difficoltà principale per la colorazione dei pro- 
dotti epidermici si ha nella presenza del grasso, cosi conviene 
anzitutto eliminarlo, specialmente quando si tratta di esaminare 
la forfora. Quindi i peli o le squamette epidermiche si pongono 
anzitutto nell^alcool assoluto, vi si lasciano qualche ora, si mettono 
nell'etere solforico e dopo i-2 giorni di nuovo nell'alcool assoluto, 
ove si conservano indefinitamente pronti sempre per essere esa- 
minati, n Bizzozero ha indicato tre metodi, che servono di com- 
plemento l'uno all'altro per la dimostrazione dei singoli microfiti. 

Nel i® si mette in opera l'azione dei reattivi dissolventi, 
acido acetico e potassa caustica. L'acido acetico si usa in solu- 
zione concentrata (50 ®/o), e la potassa in soluzione del 10 7o- Si 
pongono le squamette, digrassate come sopra , in una goccia di 
queste soluzioni sul coproggetti, si disgregano delicatamente cogli 
aghi, se sono anunassate, e quando l'azione del reagente che si 
adopera le ha rigonfiate a sufficienza, si coprono con un vetrino 
e si osservano. Le cellule appaiono rigonfie e semi-trasparenti, 
mentre i microbi si vedono coi loro contorni scuri e ben definiti. 
Volendo conservare i preparati fatti coll'acido acetico, non si ha 
che porre sui bordi del vetrino una goccia di glicerina fenica, la 
quale va a sostituire l'acido e mantiene la preparazione. 



(1) Bizzozero, Sui microfiti della epidermide umana normale^ Estratto 
dal Yol. pubblicato pel giubileo dottorale del Sen. Sperino. Torino 1884. 
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Gli altri due metodi si giovano dei reattivi coloranti ordi- 
nari e specialmente del bleu ii metilene, col quale si ottiene una 
colorazione limitata quasi esclusivamente ai microfiti. Si può sem- 
plicemente porre le squamette od i peli in una goccia di glicerina 
leggermente tinta col bleu di metilene, rimuoverli coU'ago perchè 
vengano bene a contatto coUa materia colorante , e dopo 10-15 
minuti esaminarli come sopra. Oppure le squame digrassate si 
fanno rigocfiare nell'acido acetico al 50 */o (per un ^4 d'ora o 
poco più)> si distendono sul portoggetti e si fia evaporare l'acido 
a moderato calore; si fissano quindi passando il preparato per 
3 volte attraverso la fiamma, come nell* esame d^li sputi tu- 
bercolari, e vi si depongono sopra alcune goccio della sostanza 
colorante. Naturalmente è da consigliarsi di fare contempora- 
neamente parecchi preparati e trattarli con diverse soluzioni co- 
loranti, per un tempo variabile da pochi minuti a mezz'ora. Si 
lavano quindi con acqua, si fanno essiccare e si chiudono in 
balsamo o in damar. 

n bleu di metilene è il più adatto di tutti, anche per la co- 
lorazione dei microparassiti della pelle (Achorion Schónleini, 
Tricophyton), specialmente se si usa in soluzione fortemente al- 
calina (Loffler). 



Per colorare il fùngo del mughetto {oidium lactts), se ne 
fanno preparati sui coproggetti alla maniera ordinaria^ si essic^ 
cano alla lampada, si lavano coU'alcool e coU'etere e si colorano 
colla soluzione acquosa di genziana all'I ^/q. 

Per colorare il leptotrix ìmcccUis, se questo si trova già in 
un mezzo acido, basta trattarlo collo iodio per avere la colo- 
razione violetta del suo contenuto: se invece la reazione è alcalina, 
si rende acida coU'acido cloridrico od acetico diluiti e si colora 
quindi collo iodio. 
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Valore ed importanza della colorazione. 

Se Tapplicazione dei colori d'anilina e deirapparecchio d'il- 
luminazione dì Abbe alla tecnica dei microrganismi ha faci- 
litato assai lo studio degli stessi, non per questo si può dire che 
sieno state rimosse tutte le difficoltà e le cause di errore ine- 
renti ad un tal genere di ricerche. É necessaria una lunga 
esperienza per poter superare certe difficoltà e per riconoscere 
ed evitare alcune sorgenti d' errore, le quali sono state ormai 
poste in evidenza dagli osservatori, e che è necessario di inse- 
gnare a chi si accinge a questi studi. 

Si possono distinguere tre specie di errori possibili: a) si pos- 
sono scambiare con microrganismi altri elementi che non io 
sono; b) si può giudicare della presenza di microparassiti là 
dove invece non si tratta che di mera accidentalità (germi pro- 
venienti dall'esterno o dovuti alla putrefazione); e) finalmente dai 
risultato negativo della colorazione si può talora erroneamente 
escludere la presenza dei microbi, là dove invece realmente ci sono. 

Quanto alla prima causa d'errore, può lo scambio avvenire 
anzitutto coi detrittts granulari, ossia con quelle granulazioni 
provenienti dalla distruzione del nucleo, nei casi di morte cel- 
lulare locale in mezzo a tessuti in cui continua ancora la cir- 
colazione (cosidetta Coagulaiionsnecrose da Gohnheime da 
Weigert). Cotesti detritics si colorano intensamente colle tinte 
d'anilina e potrebbero essere scambiati con colonie di micro- 
cocci. Si differenziano però facilmente pel loro volume mag- 
giore e per la forma irregolare, ed anche perchè non sono mai 
collegati in ammassi o in catene. Un altro criterio differenziale 
è pure il modo di aggruppamento degli stessi, il quale ricorda, 
almeno in principio, la figura del nucleo primitivo. Queste dif- 
ferenze sono importanti a ricordarsi, giacché il processo di ca- 
riolisi è spesso legato alla presenza di microparassiti , e si in- 
contra soventi nelle affezioni settiche e nelle infiammazioni 
caseose. U Weigert ha pure osservato nei processi che de- 
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corrono con setticemia la presenza di certi granuli, specie di goc- 
cioline, che si distinguono pel loro splendore dai detritus granu- 
lari, dai nuclei e dai microbi, ma si colorano intensamente colle 
tinte d'anilina ed anche coirematossilina. Il Weigert li crede 
composti da leucina. 

Kù facile però può essere lo scambio colle granulazioni di 
certe cellule , speciali , descritte dall'Ebrlich (i) col nome di 
Mastzellen o Plasmazellen, che io proporrei di chiamare nel 
nostro idioma semplicemente cellule ffranulose di Ehrlich, in- 
dicando con questo nome la caratteristica morfologica principale 
delle stesse, giacché finora non se ne conosce il significato. Queste 
cellule (2), di forma diversa, rotonda, piatta od ovale, sono grandi 
il doppio circa delle cellule linfoidi, e sono formate da un nucleo 
circondato da ammassi di granulazioni protoplasmatiche. Si tro- 
vano in gran quantità nel tessuto connettivo, e sono special- 
mente numerose nelle mucose, nel tessuto sottomucoso, nel con- 
nettivo intramuscolare, nelle sierose ecc.; stanno per lo più vicino 
ai vasi, o aderenti alle pareti degli stessi e quasi sempre isolate. 
Aumentano poi notevolmente di numero nei processi patologici 
i più difierenti ; sono abbondanti nel tessuto di granulazione che 
si forma lentamente, abbondano neir elefantiasi, air intorno dei 
tumori e cosi via. Sono state anche trovate nel sangue leuce- 
mico, mancano però nell'uomo nel sangue normale. Il K o e h le 
ha trovate numerose nel sangue e specialmente nella milza e 
nei polmoni dei topi bianchi. 

Le granulazioni di queste cellule si comportano verso i co- 
lorì di anilina al rovescio di tutte le- altre , giacché mentre in 
queste si colorano soltanto i nuclei, nelle cellule granulose invece 
si colora solamente il protoplasma coi suoi granuli, ed il nucleo 
rimane incoloro. E siccome le granulazioni hanno la stessa gran- 



(1) Ehrlich, Archi v fQr mikroskopische Anatomie, Bd. XIII, 1877, p. 263. 

(2) Westphall , Ueber Mastzellen, Inaug.Dissert. , Berlin 1880. — 
ScHWARZE, Ueber eosinophile Zellen, Inaug.-Dissert., Ibid. 1880. — Spillino, 
Ueber BluOmiersuchungen bei Lenkdmie, Inaug.-Dissert., ibid. 1880. 
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dezza di certi micrococci, se il nucleo è scomparso o è poco 
visibile, le cellule in discorso possono avere l'aspetto d'una co- 
lonia di microrganismi; se poi la cellula si è disgregata, come 
accade facilmente nel distendere i liquidi sui coproggetti, le gra- 
nulazioni possono apparire come cocci isolati o riuniti in gruppi. 

I criteri che servono ad evitare Terrore sono la grandezza disu- 
guale, il tono di colore speciale (rossiccio, se la colorazione si è 
fatta colla tinta violetta), ed il conCronto con altre cellule consimili 
rimaste intatte, nelle quali sia possibile distinguere il nucleo, fa- 
cendo anche, se occorre, preparati cogli stessi liquidi o tessuti tolti 
da un animale sano della stessa specie. Per evitare poi qualsiasi 
scambio degli elementi organici coi microbi, si usa ora il metodo 
di Gram quello primitivo del Koch (1), che consiste nel trat- 
tare le sezioni colorate colle tinte d'anilina, invece che coll'acido 
acetico coll'alcool, con una soluzione diluita di carbonato di 
potassa che toglie il colore a tutti gli elementi organici, eccetto 
che ai microrganismi. 

La seconda classe d' errori comprende il caso in cui nel 
corso delle manipolazioni istologiche, oppure in causa della pu- 
tre&zione, si aggiungono ai tessuti microrganismi che non hanno 
alcun significato, riguardo alle alterazioni patologiche delle quali 
si ricerca l'origine, e che potrebbero essere giudicati erronea- 
mente come elementi parassitari. Cosi, ad esempio, si possono 
incontrare forme isolate di microrganismi che provengono dalle 
soluzioni coloranti , o dall' acqua distillata con cui si lavano i 
preparati, giacché questa , come è noto, ne contiene sempre in 
certa quantità. Basta però averne veduto una volta per impa- 
rare subito a riconoscere questa sorgente d*errore, che si può 
del resto anche evitare sterilizzando l'acqua che si adopera per 
le manipolazioni istologiche. Taluni però, come osserva il Fried- 
lànder, hanno l'abitudine di lasciare le sezioni magari per un 
giorno e più nell'acqua distillata e creduta priva di germi, ed 



(1) Koch, Wundinfection$hranhh. , p. 38. 
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allora si possono raccogliere sulla superficie e sui margini delle 
sezioni stesse un'infinità di microrganismi, i quali poi colorati 
possono far cadere gli inesperti in errori grossolani. 

Avvi infine il processo naturale di putrefazione il quale, 
specialmente nei casi di malattie infettive, è assai rapido e pre- 
coce ed è accompagnato dalla presenza di numerosi microbi. 
Si deve sempre sospettare che si tratti di ciò, quando si incon- 
trano forme di microrganismi isolati alla periferia degli organi. 

Fortunatamente però questi esseri microscopici, che accom- 
pagnano e producono la putrefatene (in generale in principio 
non sono che grossi bacilli), si riconoscono con facilità, ed è dif- 
ficile scambiarli coi microparassiti. Tuttavia è sempre bene espri- 
mersi con riserva a riguardo dei risultati dell* osservazione di 
tessuti, in cui è già avviato il processo di decomposizione; e 
quando si tratta di ricerche negli animali, si deve sempre estrarre 
i visceri appena dopo la morte, od anche uccidere Tanimale 
quando è prossimo a morire, e porre immediatamente gli organi 
da esaminare neiralcool assoluto. 

In terzo luogo ho detto che, quand* anche colla colorazione 
non si riesca a mettere in evidenza nessuna specie di micropa- 
rassiti, non sempre si è autorizzati ad escluderne la presenza 
nei tessuti presi in esame , potendovene essere alcuni i quali 
sono indifferenti verso i metodi di colorazione usati fino ad 
oggi. Pur troppo non tutti cotesti elementi parassitari si colo- 
rano egualmente, e non si conosce ancora un metodo veramente 
generale di ricerca microscopica, che serva indubbiamente per 
tutte le specie, giacché razione che esercitano le varie so- 
stanze coloranti su questi esseri è tutt*altro che costante ed uni- 
forme , ed ognuno ha per un dato colore un*afiinità speciale. 

Cosi i micrococci della gonorrea e quelli delFendocardite ma- 
ligna si colorano meglio col bleu di metilene che colle altre sostanze ; 
i bacilli della lebbra non si colorano affatto col bruno diBismarck, 
si colorano debolmente col bleu di metilene e benissimo invece 
colla fuscina; lo spirochete di Obermeier nelle sezioni degli or- 
gani non si colora se non colla vesuvina (Koch), e cosi via. 
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Bisogna però in ogni caso andare cauti nel giudicare di queste 
cosidette affinità speciali o specifiche, giacché vi sono certe con- 
dizioni che fanno variare moltissimo il modo di comportarsi dei 
microrganismi di fronte alle varie sostanze coloranti. Ho già 
detto che il calore diminuisce questa affinità , e se supera un 
certo grado, anche Tannulla ; ma talora basta anche il semplice 
disseccamento a produrre lo stesso effetto. In certi casi poi riesce 
persino quasi impossibile rintracciare la cagione per cui i microbi 
perdono la loro facoltà di colorarsi: così il Koch ha trovato 
che nella milza di animali^ morti per infezione carbonchiosa , 
degli stessi bacilli taluni si colorano ed altri no ; coid parimenti 
non è raro il caso di osservare neirinterno degli organi, accanto 
ad ammassi di micrococci intensamente colorati , alcuni gruppi 
d'un colore più sbiadito ed altri poi assolutamente incolori. Pro- 
babilmente questo fatto è analogo a quello che si osserva nei 
nuclei delle cellule colpite da necrosi locale in mezzo ai tessruti 
viventi , i quali nuclei non si colorano più ; è forse, cioè, il feitto 
della morte che toglie anche ai microrganismi la proprietà di 
combinarsi colle materie coloranti. 

Finalmente è da menzionarsi ancora un piccolo difetto, che 
ha talora il metodo della colorazione per queste ricerche. Quando 
gli elementi parassitari si trovano riuniti in masse molto dense 
e compatte (zooglee), la colorazione, specialmente se è intensa, 
li rende meno trasparenti e li fa apparire quali masse uniformi ; 
mentre che, trattando i tessuti coi reattivi dissolventi, si distin- 
guono bene i singoli individui da cui sono costituiti quei gruppi. 

Ad ogni modo però resta fermo il fatto che noi abbiamo 
nella colorazione, specialmente se è unita coll'uso dell'apparec- 
Ohio illuminante di Abbe> un mezzo potentissimo di aiuto, che 
ci permette di riconoscere anche la presenza di forme isolate di 
microbi in mezzo ai varii elementi dei tessuti. 



CAPITOLO IV 



Ricerca dei microparassiti 
nelPorganismo animale (liquidi e tessuti). 



L'importanza che ha acquistato in questi ultimi tempi lo 
studio dell'eziologia delle malattie d'infezione è invero grandis- 
sima, e gli studi dei patologi debbono ormai su questo terreno 
essere rivolti a rintracciare con cura la presenza di microbi ezian- 
dio in quelle malattie endemiche ed epidemiche, delle quali non 
si è ancora dimostrato con sicurezza il nesso causale con forme 
speciali di microrganismi patogeni. Ma questo compito per quanto 
è importante altrettanto è difficile da eseguirsi; e noi, nello 
additare la via migliore da tenere per tali ricerche, segui- 
remo le norme date dal Koch, e divideremo la questione in tre 
problemi principalf, la cui soluzione completa è indispensabile 
per acquistare la certezza della natura parassitaria di una ma- 
lattia infettiva. 

i® Anzitutto dev'essere dimostrata negli organi ammalati una 
data specie di microrganismi, sufficientemente caratterizzati per 
proprietà morfologiche, in tutti i casi di quella tale malattia ^ 
questi inoltre devono trovarsi nel corpo ammalato in tale qua^i-- 
tità e distribuiti in modo, che servano a spiegare la origine ^^^ 
fenomeni morbosi. 

2^" Sabiliti questi ùMi, viene in seconda linea il còm^^^ 
di coltivare isotak^ ^ -** itaori dell' organismo, i nnc^jv^ 
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specifici nei mezzi di nutrizione più adatti pel loro sviluppo, i 
<^uali , secondo i dettami del K o e h , debbono essere solidi e 
trasparenti. Su questi si devono studiare le proprietà morfolo- 
gicbe e biologiche caratteristiche del parassita, facendolo ripro- 
durre nei mezzi di nutrizione attraverso parecchie generazioni e 
cercando quindi di scoprire il modo con cui penetra neir orga- 
nismo animale, seguendolo nei suoi rapporti colFaria, colFacqua 
e col terreno. 

3® Finalmente, allorché trasportando piccolissime porzioni di 
quelle colonie da uno ad un altro nuovo terreno nutritizio suc- 
cessivamente, si è acquistata la certezza che Tultima genera- 
zione non contiene più nessuna traccia di sostanze organiche, 
provenienti dal corpo animale primitivamente ammalato, si deve 
innestare il prodotto puro delFultima coltivazione negli animali, 
nello intento di riprodurre in questi la stessa forma di malattia 
che ha fornito il materiale per la prima cultura. 

Per quel che riguarda la prima e la seconda di queste con- 
dizioni, indispensabili tutte per l'esatta dimostrazione della na- 
tura parassitaria del male, non è sempre facile di poterle sta- 
bilire in modo chiaro e positivo, giacché non di rado n^li organi, 
specialmente in quelli che sono in rapporto col mondo estemo 
(cate, apparecchio respiratorio, digerente e genito-urinario), si tro 
vano parecchie specie di microbi. In tal caso é necessario ot- 
tenere anzitutto isolata ciascuna specie degli stessi, e provare 
saccessivamente negli animali quale é che ha importanza pel suo 
Intere patogenico. In questa parte appunto dello studio deirezio- 
logia delle malattie infettive si é dimostrato il vantaggio gran- 
dissimo che ha sugli altri il metodo di coltivazione del K o e h, 
^e usa i materiali solidi e trasparenti, giacché coi metodi pri- 
mitivi non si potevano avere guarentigie sufficienti per l'esat- 
tezza dei risultati delle ricerche. 

Questa esattezza é tanto più necessaria, inquantochè non 
sempre é possibile di condurre a termine la terza parte del no- 
stro compito; anzi può dirsi che per la specie umana manca 
quasi completamente quest'ultimo anello delle ricerche micropa- 



— 144 — 

rassitologiche. Il riprodursi della malattia infettiva, per mezzo 
dell'innesto fatto col materiale puro della cultura del microbo 
specifico, nelFuomo si è fatto finora soltanto per la risipola e per 
la gonorrea; ma per le altre malattie più pericolose, quali sono 
la sepsi, il colèra, ecc., non è lecito il farlo. 

A questo difetto si può fino ad un certo punto supplire col- 
Tesperimento sugli animali più afilni , quando questi sieno su- 
scettibili di contrarre la stessa forma morbosa che si sviluppa 
neiruomo; ma quando neanche ciò è possibile, si è costretti a 
ricorrere ai due primi criterii i quali, se sono stati stabiliti in 
maniera completa e positiva, permettono sempre di trarre per 
analogia conclusioni attendibili. Difotti, parlando delle proprietà 
biologiche di questi esseri, ho già citato esempi negli ammali di 
malattie eminentemente infettive, presa la parola nel suo signi- 
ficato moderno' di malattie causate dalla presenza di micr(^- 
rassiti, le quali tuttavia non sono trasmissibili neppure a specie 
strettamente aflSni. Basti citare per tutte l'esempio della « setti- 
cemia bacillare » dei topi bianchi, per la quale non sono suscetr 
tibili neanche i topi campagnnoli. 

n Roch ha dimostrato che certe malattie da infezione at- 
tecchiscono soltanto negli individui giovani e non negli adulti della 
stessa specie. Nessuna meraviglia adunque che anche per Tuomo 
esistano casi analoghi di malattie infettive a lui speciali e non 
trasmissibili agli altri animali ; e se in tal caso manca la prova 
assoluta e diretta per la dimostrazione della natura parassitaria 
del male, vi sono tuttavia altri criteri indiretti, è vero, ma al- 
trettanto sicuri per raggiungere ristesso scopo. 

n trovare in ogni caso della malattia in questicme costante- 
mente la stessa forma di microrganismi, e il non trovarla in- 
vece in altre malattie e neppure negli individui normali, il ve- 
derla diffusa nei vari organi ammalati in maniera suflOiciente per 
ispiegarne la patogenesi, e finalmente le caratteristiche spe- 
ciali biologiche che la distinguono dalle specie affini sono tali 
criteri, che hanno oggimai un grandissimo valore per le conclu- 
sioni che se ne possono trarre a riguardo dell'eziologia della ma- 
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lattia che si studia, essendo possibile coi mezzi odierni di ricerca 
di escludere errori grossolani di scambio con altri microbi che 
non sieno gli specifici. 

Corrispondentemente a quest* ordine di ricerca, stabilito dal 
K e h, noi divideremo pure la materia da svolgere cominciando 
dairesporre il modo di rintracciare i microparassiti nell*organismo 
animale, nell^aria , nell* acqua e nel terreno, per passare quindi 
ai mezzi di nutrizione ed alle culture isolate e terminare final- 
mente colla trasmissibilità degli stessi agli altri animali. 



Ricerca dei microrganismi nei liquidi. 



É necessaria per queste ricerche la osservanza più scrupo- 
losa delle cautele di disinfezione e di sterilizzazione di tutti gli 
oggetti che si adoperano, per evitare più che si può il mesco- 
larsi di germi estranei coi liquidi da esaminare. Quindi net- 
tezza assoluta dei recipienti ove ai raccolgono, degli stromenti 
coi quali si maneggiano e dei vetri sui quali si osservano al mi- 
croscopio; tutti gli oggetti che sono di vetro saranno in pre- 
cedenza accuratamente nettati coir alcool, e se occorre, anche 
sterilizzati col calore, e conservati in recipienti chiusi lungi 
dal contatto diretto delFaria atmosferica. 1 liquidi devono inoltre 
essere esaminati allo stato fresco, ossia appena estratti dal vi- 
Tente o dal cadavere, giacché anche dopo poche ore si può tro- 
vare il numero dei microrganismi grandemente moltiplicato. 
INon è da consigliarsi adunque di conservare i liquidi, ma di esa- 
minarli subito al microscopio, sia direttamente, sia colFaiuto dei 
reattivi coloranti. 

Per prendere il liquido che si vuole osservare, se si tratta di 
sangue del vivente, si comincia dal lavare accuratamente la cute 
ooll*acqua e sapone e quindi con una soluzione di acido fenico 
al 5 **/o , o di sublimato all'i ®/o ; si lava dipoi coir alcool per 
portar via il sublimato (avvertenza indispensabile quando si vo- 
lo 
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glia col sangue fare coltivazioni) e coli' etere per topjliere l'al- 
coolj e dopo che questo si è evaporato , si fa un' incisione con 
una lancetta previamente arroventata ; oppure si pone allo sco- 
perto e si apre una piccola vena, e si raccoglie immediatamente 
il sangue su di un vetrino coproggetti, distendendovelo sopra col- 
Vago di platino sterilizzato. Si può anche coprire la cute con 
un sottile strato di coUodion, lasciarlo essiccare e iar la puntura 
attraverso questo strato, per far sì che il sangue si espanda su 
questo e non venga a contatto colla pelle, ove potrebbe inqui- 
narsi con germi estranei. 

Si può anche, come consigliano alcuni, porre sul luogo ove 
si vuol fare il taglio una goccia di soluzione di cloruro sodico in- 
differente (0,8 °/o) sterilizzala, incidere la cute altraverso alla 
goccia con un bistori disinfettato e con un altro coltello aprire 
il vaso sanguigno: il sangue misto alla soluzione di cloruro sodico 
si distende sul vetrino, come sopra. Finalmente si usa anche rac- 
ct^liere il liquido sanguigno introducendo in una vena, posta allo 
scoperto colle norme antisettiche, un tubo di vetro capillare ste- 
rilizzato (Sa lomonsen). 

Le regole esposte per raccogliere il sangue si applicano egual- 
mente per qualunque altro liquido dell'organismo animale vivente 
(contenuto di flittene, pus, ecc.). In ogni caso è da raccomandarsi 
di raccogliere il liquido e distenderlo sui coproggetti col mezzo 
dell'ago di platino, giacché questo si può facilmente ad ogni volta 
sterilizzare sulla fiamma in modo sicuro. 

L'esame dei liquidi, diretto allo scopo speciale della ricerca 
dei microrganismi, può essere fatto in due maniere: a) Esame 
diretto; b) Esame coi reattivi. 



A) Esame diretto. 

L'esame diretto del materiale vivente è quello che deve darai 
prima di ogni altro e non deve mai essere trascurato, avendo un 
grande interesse per stabilire alcune proprietà morfolc^icbe ca- 
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ratteristìche dei singoli microrganismi. Soltanto per chi comincia, 
siccome si tratta di una ricerca delicata e difficile, è da consi- 
gliarsi di far questo genere di esame dopo aver preso esatta co- 
gnizione dello stesso materiale coir aiuto dei reagenti coloranti. 

La tecnica è semplicissima; si prende una goccia del liquido 
coll'ago di platino sterilizzato sulla fiamma, oppure con una 
pipetta egualmente sterilizzata, e si pone su di un vetro portog- 
getti ; si copre con un vetrino e si chiude ai margini con cera 
o con paraffina liquefatta. I vetrini porta- e coproggetti devono 
essere lavati prima coli* alcool, fatti asciugare e sterilizzati col 
calore e finalmente adoperati dopo che sono di nuovo divenuti 
freddi, perchè il calore non uccida i microbi. In questo caso 
però le cautele antisettiche rigorose sono quasi superflue, perchè 
si tratta di un* osservazione di breve durata e non già di fare 
una cultura. Per facilitare T osservazione si usa generalmente 
diluire il liquido che contiene microbi con acqua, oppure c-on 
una soluzione di sai di cucina o di peptone sterilizzata, per evi- 
tare che quelli, essendo numerosi ed ammassati, offrano un* ima- 
gine confusa. 

Se però il liquido non contiene un gran numero di micror- 
ganismi, e se si vuole avere la certezza assoluta che quelli 
che vi si trovano appartengono in realtà al liquido stesso, si 
deve anzitutto &rne Tesame senza aggiunta di sorta. 

Una delle proprietà principali che si rileva con questo genere di esame 
è la mobilità dei microrganismi, i quali si vedono per lo più in preda a 
vivaci movimenti. Bisogna però andar cauti nel giudicare di questa pro- 
prietà, per evitare Terrore di uno scambio dei movimenti propri di quelli col 
semplice movimento danzante, cosidetto broumiano, che hanno tutti i pie* 
coli corpicciuoli quando si trovano sospesi nei liquidi. È necessario, per poter 
giudicare giustamente della mobilità dei microrganismi, di aver prima eser- 
citato rocchio alla osservazione del semplice movimento molecolare dan- 
zante. A tale scopo si mescola in una goccia d'acqua una piccola quantità 
di carmino finamente polverizzato e si esamina al microscopio; si vedono 
così i granuli della sostanza colorante in preda a movimenti vivacissimi, 
che sembrano spontanei e sono invece movimenti passivi, ma cosi energici 
da non averne idea se prima non si sono visti. Con tutto ciò la sicurezza 
che in un dato caso si tratti veramente di movimenti propri non si può avere 
se non coUa prova di controUo, che consiste nel vedere se il movimento 
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cessa, prodacendo ad arte condizioni incompatilnli colla tìU di quegli easerit 
quale sarebbe il trattamento cogli acidi e così via. 

L*esame diretto dei liquidi basta gìk in mc^ti casi a dimostrare la pre- 
senza di organismi microscopici , ed è infatti questo semplice processo cbe 
ha servito pei lavori classici del Pasteur e del TyndalL Però da solo 
non è sufficiente, perché molti microrganismi nei liquidi sfuggono aU'osser- 
vazione, non tanto per la loro sottigliezza, quanto qiecialmente in causa 
della loro mobilità, della mancanza d*ogni colorazione e dd ddx>lis8Ìmo po- 
tere di refrazione che posseggono. Tuttavia Toeservazione microscopica di- 
retta, che dev'essere fotta con diafirammi stretti, sore per istodiare non solo 
il movimento dei microbi, ma anche altre proprietà loro interessanti, quali 
sono la formazione di spore e la germinazione ; il che si fi , come ho detto» 
per mezzo delle camere umide. 



B) Esame dei reattivi. 

Il principio deirazione di queste sostanze è quello di tutte le 
altre congeneri usate in istologia; di mettere, cioè, in evidenza i 
microrganismi a preferenza di tutti gli altri elementi coi quali 
si trovano per avventura commisti. La via che conduce al con- 
seguimento di questo scopo può essere duplice: 1* Si può met- 
tere a profitto la proprietà che hanno questi esseri di resistere 
all'azione di certe sostanze meglio che gli elementi organici dei 
tessuti^ i quali si rendono con tal mezzo invisibili. 2^ Si può in- 
vece, con migliore risultato, valersi dell'azione delle sostanze co- 
loranti. 

Il prime metodo è stato per la prima volta usato dal Re ck- 
linghausen e dal Klebs, eie sostanze che vi si adoperano, 
cosidette reattivi dissolventi o rischiaranti, sono principalmente 
gli acidi e gli alcali e in qualche caso anche V etere e il cloro- 
formio. In generale si usa V acido acetico in soluzione concen- 
trata (50 ^/o) , oppure una soluzione tenue di soda o di potassa 
(V«-^ Vo)> aggiungendone una goccia al preparato fissato sul co- 
proggetti ed osservando quindi al microscopio. I microrganismi 
resistono per la maggior parte all'azione del liquido aggiunto 
e mostrano, illuminando il preparato con diaframmi stretti, 
contorni netti e decisi, mentre gli elementi dei tessuti divengono 
trasparenti fin quasi a scomparire. 
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Se però si tratta di microbi riuaiti sotto forma di zooglea, questo pro- 
cesso serve abbastanza ; anzi è Tunico caso in cui può riuscire utile ancbe 
a preferenza delFuso delle materie coloranti, che fanno apparire le zooglee 
sotto Taspetto di masse omogenee; ma air infuori di questo caso il metodo 
suesposto è insufficiente , e Io è per molti motivi. Anzitutto perchè le cono- 
scenze attuali che si hanno sul grado di resistenza dei vari mìcrobi all'a- 
zione delle sostanze dissolventi sono ancora assai limitate , mentre invece 
sappiamo diggià che vi sono alcune specie di microparassiti , sottili e deli- 
cati i quali, anziché resistere air azione degli acidi e degli alcali, non resi- 
stono neanche a quella della semplice acqua. Tale è il caso, ad es., dello 
« Spirochaete Obermeieri », il quale si altera persino nell' acqua distillata : 
lo stesso accade, secondo Israel (1), anche pei g;iovani nodi di < Actino- 
myces », i quali debbono perciò essere ricercati senza aggiunta di nessun 
liquido estraneo. Ma vi sono anche altre sorgenti d'errore, ad es., nei granuli 
di materie inorganiche che possono essere scambiati con micrococchi, non- 
ché nei piccoli cristalli aghiformi che possono avere T apparenza di ba- 
stoncini. Lo stesso dicasi per le minutissime goccio di grasso le quali, se 
posseggono un involucro albuminoso, resistono anche all'azione dell'etere e 
del cloroformio. Se ne conclude perciò che il metodo basato su queste sem- 
plici reazioni microchimiche può essere d' aiuto nella ricerca dei micropa- 
rassiti nei liquidi, ma non é di per sé solo sufficiente. 

Anche nella tecnica di queste ricerche siamo debitori al 
K och di un progresso notevolissimo, che egli ha conseguito com- 
binando il metodo di fissamento col calore, usato la prima volta 
dallo Ehrenberg(2) per conservare i microrganismi, con quello 
della colorazione, costituendone cosi un altro nuovo che è oggi 
universalmente conosciuto sotto il nome di metodo del Koch (3), 
il quale permette non soltanto di eliminare le difficoltà che ri- 
manevano ancora coi processi primitivi, ma anche di poter con- 
servare i preparati. 

Il principio generale di questo metodo è, secondo le parole 
stesse del Koch, «di essiccare il liquido contenente microbi in 
istrato sottile sui vetrini coproggetti, per fissarveli, di trattarli 



(1) Israel, Beri. Klin. Wochenschr. No. 23, 1884. 

(2) Ehbenberg, opera citata. 

(3) Koch, Ck)hn*s Beitr&ge etc., t. II, p. 393. 

Id. in Untersuch. ùber d. Aetiologie d. Wundinfectionskrankh. Leipzig 1878. 
Id. in Mitth. a. d. kais. Qea. Ed. I. 
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colle sostanze coloranti e rammollirli di nuovo, per renderli vi- 
sibili e riportarli alla forma loro primitiva, di chiudere il prepa- 
rato in liquidi conservatori e finalmente di fotograCarli per otte- 
nerne imagini da controllo fedeli alla verità ». I particolari 
adunque del metodo stesso sono di tre specie: 

a) Fissamento del materiale contenente i microrganismi. 
I preparati non fissati si colorano male; ma d'altronde molti mi- 
crorganismi, se vengono sottoposti per molto tempo all'azione 
dell'alcool o di altri mezzi che servono a fissarli, come pure se 
rimangono disseccati lungamente, perdono la loro affinità per le 
materie coloranti. Bisogna adunque per regola generale non la- 
sciare agire troppo a lungo i mezzi di fissamento, giacché i più 
bei preparati si ottengono dai liquidi (come dai tessuti) i quali 
sono stati fissati in breve tempo. 

Il primo e il più semplice mezzo di fissare i liquidi è revo- 
camento. Dopoché coir esame precedente del liquido ci siamo 
orientati sul contenuto di questo in niicrorganismi e sulla 
forma e mobilità degli stessi, si prende coli' ago di platino 
una gocciolina del liquido e se ne prepara anzitutto uno strato 
sottile su di un coproggetti, sia distendendovelo per mezzo dello 
stesso ago di platino, sia schiacciando la gocciolina con un altro 
vetrino sovrapposto e sfi^egandoli l'un contro l'altro colle dita. Lo 
strato di liquido cosi disteso, lasciato all'aria e coperto per evitare 
che vi cada il pulviscolo atmosferico, si dissecca rapidamente. 

Se si tratta di esaminare il succo dei tessuti, si taglia Torgano, appena 
estratto, con un coltello precedentemente arroventato, si fa un secondo taglio 
perpendicolare al primo con un altro coltello sterilizzato egualmente e sul- 
Tnltima superficie posta allo scoperto si poggia il vetrino. 11 succo che vi 
rimane adeso si schiaccia con un altro vetrino e si lascia essiccare, come 
sopra. Negli organi molto ricchi di sangue o costituiti da un parenchima 
molle il succo del tessuto è formato da una poltigha così densa, che si 
lascia distendere difficilmente; ed in mezzo a questa riuscirebbe difficile 
rintracciare i microrganismi. In tali casi non si ha che depositare una goccia 
d'acqua sterilizzata sulla seconda superficie di taglio dell* organo, prima di 
posarvi il vetrino, e si procede quindi come si è detto. 

11 disseccamento non altera affisitto la forma dei microparassiti, come 
hanno dimostrato numerose osservazioni di controllo fatte con materiale 
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disseccato, posto a confronto con lo stesso allo stato naturale. Soltanto se 
vi sono zooglee di forma sferica, queste diventeranno appiattite, ed i mi- 
crobi foggiati a spirale appariranno quali linee ondulate. Basta però inu- 
midire il preparato per vedere ripristinarsi anche in questi casi la forma 
naturale. 

n disseccamento però non è un mezzo fissativo sufficiente. 
Se si tratta di liquidi poco o nulla albuminosi, può bastare di 
|iarli soltanto essiccare per quindi colorarli; ma se invece il 
liquido contiene albumina in quantità, questa col semplice dis- 
seccamento non diventa insolubile, e quindi in contatto colle so- 
luzioni acquose coloranti lo strato si rammollisce e spesso anche 
si distacca dal vetrino, sul quale si depositano precipitati granu- 
losi delle materie coloranti stesse, rendendo ogni cosa confusa. 
Il Koch afferma che, per evitare cotesto inconveniente, basta 
semplicemente usare, invece delle ordinarie soluzioni acquose, 
una soluzione concentrata di bruno d'anilina (cosidetto neu- 
ìrraun) in un miscuglio di glicerina e di acqua a parti eguali. Ad 
ogni modo però è preferibile rendere insolubile l'albumina che 
si contiene nello strato liquido essiccato, e questo si può otte- 
nere sia per mezzo del ccUore, sia per mezzo dei reagenti 
chimici che coagulano Talbumina. 

È stato r£h rli eh (1) ed i suoi scolari quelli che hanno dap- 
prima applicato il calore alla coagulazione dei liquidi albuminosi 
(sangue, pus, ecc.), distesi in lamine sui coproggotti. Egli però, 
per le sue ricerche speciali, assoggettava i preparati per una o 
più ore ad una temperatura di 120-130** G. ; ed il K o e h ha in 
seguito dimostrato che razione del calore^ cosi forte e prolungata» 
impedisce poi la colorazione dei microrganismi, e basta in- 
vece tenere i preparati per 2-10 minuti al più alla tempera- 
tura anzidetta, per rendere insolubile T albumina senza distrug- 
gere l'affinità dei microbi pei colori d'anilina. 

Più comodo ed anche più spiccio è adunque il metodo pro- 
posto pure dal Koch ed ora usato generalmente per fissare i 



(1) Ehrlich, Zeitschrifìt f. klin. Medicin, Bd. 1. Heft 3. 



preparati dei liquidi albuminosi. Consiste nel prendere con una 
pinzetta il vetrino, collo strato di liquido essiccato rivolto all'insù, 
e nel tarlo pa.ssare per tre volte consecutive, con velocità moderata, 
attraverso la fiamma d'una lampada ad alcool o d'un becco di gaz 
che brucia senza fumo. Con un po' di pratica sì impara presto il 
grado di velocità col ijuale è necessario far passare il vetrino at- 
traverso la fiamma, perchè si riscaldi abbastanza a che l'albu- 
mina coaguli, ma non troppo da alterare la forma degli elementi. 



Con lutto questo però suct^ede sempre una legpera alterazione della 
forma dei microrganismi; ìi Koch (1) ha, per ea., osservato l'he i bacilli 
carbonchiosi, flasati col calore nel modo anzidetto, appaiono un po' più sot- 
tili e più delicati e la segmentazione loro caratteristica è meno evidente, di 
quello ohe se invece furono semplìceniente essiccati e colorati quindi col 
bruno d'anilina, sciolto nel miscuglio di gliccnna e di acqua. Questa circo- 
stanza è da tenersi a uienioria, per usare sempre l'identico processo dì pre- 
paraxione quando si vogLono istituire confronti fra diversi preparati, tanto 
più che molte specie di microbi si rassomigliano assai nella fonna gli uni 
cogli altri. 

A questo proposito giova ricordare eziandìo che gli slessi microrganiami 
possono apparire di diversa dimensione, specialrnenlc nel loro diametro, 
anche quando vengono trattati semplicemente con sostanze coloranti diverse. 
Valga peroii') l'esempio giù incordato del bacillo carbonchioso il quale, 
colorato col bruno d'anilina, non solo appare più grosso, ma mostra eziandio 
la seiJinenl azione raratterìatica de' suoi fìlamenli assai più chiara che con 
qualsiasi altra sostanza colorante. Sono pìccoli particolari cotesti, ed hanno 
tuttavìa un'importanza notevole per evitare errori di diagnosi grossoUm 
nella ricerca dei microparassiti. 

Il metodo di fissaniento per mezi.o del calore ha il grande vantaggio che 
sì possono collo stesso preparare un grati numero di vetrini coi succhi deì 
vari organi e tessuti, tolti da un cadavere necroscopizmito, ad et., in locftlitA 
lungi dai laboratori, e sì possono quindi conservare per la succesùva colora- 



La coagulazione dell'albumina nei liquidi lasciati essiccare sui 
vetrini in lamina sottile si può ottenere eziandio col mezzo dei 
reagenti chimici, alcool, addo cromico e suoi sali, acido osmico, 
allume e tannino. Il Koch, per l'esame del sangue fatto allo 
scopo di cui è qui parola, ha proposto di tenere immei^ i coprc^- 




— 153 — 

getti collo straterello di sangue neiralcool assoluto per qualche 
giorno, finche cioè l'albumina è diventata insolubile. Questo 
metodo ha il vantaggio di coagulare l'albume a grado a grado, 
di non alterare per nulla la colorabilità dei microbi e di impe- 
dire la formazione dei precipitati granulosi che disturbano los- 
servazione. Ha però T inconveniente che non si può determi- 
nare in precedenza il tempo che i preparati devono essere tenuti 
nell'alcool; talora basta un giorno e talora invece sono necessarie 
più settimane perchè lo strato albuminoso divenga insolubile. Co- 
sicché, volendo usare questo mezzo di flssamento, si debbono 
preparare un gran numero di vetrini, metterli nell'alcool e 
quindi di giorno in giorno estrarne qualcuno, per provare se sono 
divenuti adatti pel trattamento successivo coi colori d'anilina. 

É naturale che, quando nelle ricerche di una malattia in- 
fettiva è necessario di orientarsi subito sulla presenza o meno 
di microparassiti nell'organismo, come sarebbe, ad es., il caso in 
cui si vuol conoscere il ri3ultato di un innesto prima di farne 
un altro in un secondo animale, non si aspetterà senza dubbio il 
coagulamento operato dall'alcool, ma si userà invece il mezzo 
più spiccio del riscaldamento. 

Un mezzo più rapido per ottenere la coagulazione dell'albu- 
mina, egualmente coli' alcool, è quello di assoggettare il pre- 
parato all' azione dei vapori di alcool assoluto. Si prende un 
vetrino da orologio che sia profondo, vi si versano dentro due 
goccio di alcool assoluto e sopra si pone il vetrino, colla super- 
ficie a cui aderisce lo straterello di materiale essiccato rivolta 
verso il liquido, senza però che ne sia toccata. Si copre con un 
altro vetro da orologio e si riscalda a calore moderato. Si può 
anche usare per lo stesso scopo la soluzione di acido cromico 
al 0,5 ®/o, oppure i vapori di acido osmico nella maniera esposta 
per quelli dell'alcool. 

Questi reagenti chimici hanno il vantaggio di rispettare gli involucri 
gelatinosi e le ciglia dei microbi, cosa che non fa il calore; ma hanno 
d'altronde Tinconveniente che Falbumina si coarta spesso con troppa rapi- 
dità, in modo da alterare Taspetto morfologico dei microrganismi, i quali 
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inoltre non sono più in grado di riacquistare la forma primitiva, essendo 
difficile di rammollire lo strato così coagulato. Si può però impiegare, dopo 
razione dei reagenti suddetti, un liquido che renda air albumina coagulata 
una certa plasticità, senza farla distaccare dal vetro, e permetta all'ele- 
mento parassitario di riprendere le sue caratteristiche morfologiche naturali. 
11 Koch usa a tale oggetto una soluzione di acetato di potassa (1 : 2 
di acqua dist.), la quale serve bene e rende soltanto i microbi un po' più 
pallidi e un po' più trasparenti; lo che poi non è un grande inconveniente, 
specialmente per quelli che sono grandi e contengono spore. Questo liquido 
ha inoltre il vantaggio di conservare inalterata la forma degli elementi pa- 
rassitari anche per mesi ; cosicché si possono osservare e conservare in pari 
tempo nella soluzione anzidetta, avvertendo semplicemente di chiuderli con 
uno strato di paraffina posto ai margini del coproggetti. 

b) Colorazione. — Si è già parlato dei vantaggi che oflTrono 
le sostanze coloranti di anilina su tutte le altre, e si è visto anche 
quali delle stesse sono più adatte per la colorazione dei micror- 
ganismi. Anche le particolarità del metodo del Koch sono 
state esposte relativamente appunto ai metodi di colorazione ge- 
nerali. Per la ricerca speciale dei microbi nei liquidi animali 
havvi soltanto da aggiungere ancora qualche piccolo dettaglio. 

Pei preparati fissati sui coproggetti per mezzo del calore 
TE hr li eh ed il Koch consigliano il bleu di metilene a prefe- 
renza di tutte le altre sostanze. L'Ehrlich consiglia di ado- 
perarlo in soluzione acquosa concentrata, lasciandola agire 
per Vs ora ed anche di più. Il Koch nel suo laboratorio usa 
la stessa soluzione leggermente alcalinizzata colla potassa. Il 
vantaggio di questa sostanza colorante sarebbe specialmente 
quello di non dare mai una colorazione eccessiva; ma a tal ri- 
guardo si deve notare che anche gli altri colori di anilina, vio- 
letto di genziana o di metile ecc., danno gli stessi risultati, purché 
se ne sappia misurare il grado di concentrazione e la durata 
dell'azione stessa. Del resto non bisogna mai trascurare, allor- 
quando si tratta di casi difficili o dubbi. Fuso contemporaneo 
di parecchie materie coloranti, essendo assai diversa nei micror- 
ganismi rafflnità per i singoli colori d'anilina. 

Quando è possibile, bisogna sempre trattare contemporanea- 
mente alcuni preparati anche coi colori bruni di anilina, coi quali 
soltanto si può fare la riproduzione fotografica degli stessi. 
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Si adopera perciò la soluzione glicerica di bruno d'anilina, 
preparata nel modo già descritto; se ne versano alcune goccie 
sul preparato, vi si lascia per qualche miouto e si sostituisce con 
una goccia di glicerina (la soluzione di acetato di potassa ed il bal- 
samo non sono adatti perchà decolorano), ove si osservano e ai 
conservano per poi fotogra&rli. 

Se i preparati aono ben fatti , cha è quanto dire se sono stati conve- 
nientemente fissati col calore o coU'alcool e colorati poi con soluzioni iteti 
preparate, noa devono moatrare alcun precipitato granuloso né deposito dì 
sostanza colorante; e se la colorazione fu condotte al giosto grado, devono 
apparire colorati intensamente ì nuclei ed i microi^nismì, ed il fondo de) 
preparato dev'eaaere colorito invece debolmente. Quanto agli elementi, naturali 
e prodotti durante le manipolazioni, che si possono scamliiare coi microrga- 
niami, se ne é gi6 parlato in generale nel capitolo precedente. Nel caso 
presente potreUwro negli inesperti ingenerare confusione le figaro di cometa 
ed altre consìmili, provenienti dal rompersi delle cellule nel distendere il 
liquido sul vetrino coproggetti , specialmente se quello à molto denso. Ma 
queste forme, come pure gli ammassi colorati composti da fili granulosi 
irregolari, prodotti dalla precipitazione della materia mucosa, si imparano a 
rìconoecere facilmente con un poco di esercizio. 

c) Conservazione dei preparati. ^I preparati si possono 
chiudere nel balsamo del Canada, nella gomma damar, nella so- 
luzione di acetato di potassa o finalmente nella glicerina. 

Nel balsamo o nella damar si possono chiudere i preparati 
fotti con qualsiasi colore d'anilina. Dopo che si sono decolorati o 
semplicemente lavati coll'acqna, si lasciano essiccare e si conser- 
vano in una goccia di balsamo sciolto nella trementina, nella 
benzina o nel xilolo, non però nel cloroformio il quale scic^lie 
talmente i colori d'anilina. É necessario ricordare che in questi 
mezzi i microiiganismi diminuiscono un poco del loro volume,sicchè 
se al vuole conservarli nella loro Torma e grandezza naturale, 
orane anche quando se ne vuol fòre la toUygnQi, si debbono con- 
MTare nella solozione concentrata d'acetato potassico (1 : 2), 
ddndfindolt dopo averli decolorati, senza farli disseccare, e circon- 
dando il vetrino con un po' di mastice. 

La glicerina non serve che pei preparati fatti coi colori 
brani, giacché scioglie gli altri colori d'anilina; pel bruno d'ani- 
JÓut è questo anzi il mezzo migliore di conservazione. 
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Esame del sangue. 

La tecnica dell'esame microscopico di questo liquido, che è 
il più importante di quelli dell'organismo animale, merita real- 
mente un posto a sé, essendo difficile a praticarsi ed offrendo una 
serie di particolarità piene d'interesse. 

Noi dobbiamo qui prender di mira l'esame del sangue da un 
doppio punto di vista, e considerare anzitutto che nel sangue 
circolante normale esistono alcuni clementi gvamUiformi, prove- 
nienti dal disfacimento delle cellule sanguigne, i quali aumen- 
tano di numero in certi processi patologici, come ad esempio 
nella febbre e negli stati oligoemie!, e che potrebbero dagli ine- 
sperti venir confusi coi raicroparassiti cocciformi. Ne informino 
a questo riguardo i fampsi « granuli della sifilide > ed i pretesi 
microrganismi del veleno dei serpenti. 

Ma v'ha ancora un altro fatto importante da menzionare, 
ed è che non tutte le malattie da infezione riconoscono la loro 
origine dai cosidetti « batteri » ; sono già note alcune forme mor- 
bose infettive che si devono alla presenza di organismi patogeni, 
appartenenti ad un gradino più elevato della scala d^li esseri 
viventi {moiuuii tro\'ate da Lewis nel sangue dei ratti e dal 
Koch in quello dei topi di campagna^ i quali sono assai simili 
alle cellule amiboidi del sangue normale. 

Si deve alle ricerche dell'Ebrlich (1) e dei suoi scolari (2) 



(1) L*Chrlich ha fatto a questo riguanlo numerose pobblicazioai nei se- 
guenti giornali: 

< Zeitschrìa fur klinische Medicìn, Bd. I. Heft a. 1880. 

< Ibid. Bd. Il, Heft. 3. 

* Verhandiungen der phys. Ges. zu Berlin ÌS78-79, No. 20. 

« Charitè-.\nnalen, 1884. 

« Deutsche medioinische Wivhenschrift, 1J^3, No. 46 >. 

(2) Westphalu Veber Mnsts^U^rn, Dissort. Berlin 18^. 
ScHW.iRZE, f'ebcr ew^inopfiii^r ZcìUn^ Dìssert. Berlin i!^ì. 
SpiLUXG, Vehcr Bì^ttuntersuchun-j bei Z>!#:\F »iV, Dissert. Berlin ISS^H. 

• • • 

k^^rperchnu Disk>rt- Berlin 18<4. 
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la scoperta del fatto che gli elementi incolori del sangue, i quali 
esaminati cosi all'ingrosso sembrano tutti uguali, si comportano 
invece assai diversamente verso le varie sostanze coloranti; tanto 
che questo fatto, unitamente ad alcuni altri criteri differenziali, 
sta ad indicare un'origine ed un significato fisiologico diverso 
per ciascuna varietà degli stessi elementi. 

L'Ehrlich ha trovato che ciò che differenzia siffatte varietà 
di corpuscoli bianchi non è tanto la forma o la grandezza, quanto 
il loro contenuto granulare protoplasmatico, il quale si comporta 
diversamente non solo di fronte alle varie sostanze coloranti, ma 
anche verso i mezzi dissolventi (acqua, acidi, alcool, glicerina ecc.) 
e verso gli alti gradi di temperatura; questi granuli hanno inoltre 
un diverso modo di distribuzione nel corpo della cellula ed hanno 
forma, grandezza e potere di refrazione ugualmente diversi. Tutte 
queste caratteristiche speciali hanno condotto TEbrlich ad am- 
mettere che ciascuna specie di granulazioni ha origine nelle 
cellule ed è il prodotto di un'attività secretoria specifica degli 
elementi stessi, i quali perciò sono caratterizzati da questi granuli, 
come lo sono le cellule pigmentarie dai granuli di pigmento e le 
cellule cartilaginee dal glucogeno (Neumann). 

Le cellule granulose dell'Ebri ich potrebbero venire facil- 
mente scambiate, sia direttamente come tali, sia per le granula- 
zioni che derivano dal loro disfacimento con elementi parassitari; 
tanto più che alcune specie di quelle si tingono coi colori 
basici d'anilina egualmente che i microrganismi. È interessante 
perciò di riassumere in breve le caratteristiche di ciascun gruppo 
degli elementi incolori del sangue e il modo di colorirli e di 
differenziarli gli uni dagli altri. 

Non potendosi dare ancora una classificazione razionale siste- 
matica di ciascuna specie di granulazioni, perchè non k ancora 
ben conosciuto il significato che hanno, bisogna attenersi alla di- 
visione che ne ha fatto TE brìi eh in 5 gruppi, basandosi sul 
diverso modo di comportarsi verso le materie coloranti d'anilina. 
!• Cellule (o granulazioni) eosinofUe. In queste i granuli 
sono grossi, rotondeggianti, fortemente rifrangenti la luce e 
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colorabili con tatti i colori acidi di anilina (composizioni in 
coi Telemento colorante è rapiH*esentato da un acido, es.: la 
cosina). Questi elementi, di origine mielogena, si trovano assai 
scarsi nel sangue umano normale ed abbondanti invece in quello 
leucemico e nei casi di alterazioni cronicbe degli organi emo- 
poietici. 

2* Cellule (o granulazioni) anfofUey le quali si colorano 
bene tanto coi colori acidi, come con queUi basici di anilina. 
Nell'uomo si trovano specialmente nel midollo deUe ossa, nelle 
cavie e nei conigli sono fra i leucociti del sangue normale. 

3* Cellule (o granulazioni) basofile, le quali si colorano, 
come i microparassiti, coi colori basici di anilina. Di queste cellule, 
cosidette dairEhrlich « Mastzellen », è parola più sotto a ri- 
guardo delle cause d* errore generali cbe possono aversi nella 
ricerca dei microrganismi. Le cellule basofile mancano nel 
sangue umano normale e si trovano invece nel sangue leuce- 
mico. Si tix)vano pure nel sangue normale degli animali inferiori, 
specialmente nei topi. 

4' Cellule (o granulazioni) egualmente basofile, ma a gra- 
nuli molto fini e contenenti un solo nucleo (mononiuUeari) grosso, 
ovoide, poco colorabile e circondato da una quantità di proto- 
plasma relativamente piccola. Costituiscono la parte minore dei 
leucociti del sangue umano normale. 

5° Gruppo-Cellule (o granulazioni) neutro file, le quali si 
colorano coi colori neutri, con quei colori, cioè, cbe sono composti 
da due sostanze coloranti che fungono Tuna da acido e Taltra da 
base. Questi elementi costituiscono la maggior parte dei leucociti 
del sangue umano normale e sono quasi tutti poUmuUeari. Au- 
mentano di numero in tutte le forme di leucocitosi acuta. 

Di queste specie di granulaziom', nei preparati trattati colle 
sostanze coloranti, si possono confondere coi microrganismi sol- 
tanto quello del 3» e 4** gruppo e specialmente anzi le « Mastzellen >, 
giacché i granuli delle cellule del 4® gruppo si distinguono per 
la loro finezza eccessiva. 

Volendo studiare nel sangue le granulazioni anzidette, se 
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ne prende una piccola goccia in un vetrino coproggetti, che si 
tiene con una pinzetta, e vi si pone sopra, prendendolo ugual- 
mente colle pinze, un altro vetrino in modo che il sangue si 
distribuisca in istrato sottile ft*a i due coproggetti, che si di- 
staccano poi Tuno dair altro collo stesso mezzo. Non si devono 
toccare i vetrini colle dita, perchè il calore che emana da queste 
forma attorno al punto toccato un cerchio di evaporazione che 
altera la forma degli elementi rossi del sangue. I coproggetti cosi 
preparati si lasciano disseccare alFaria, e quindi una parte si fanno 
passare tre volte sulla fiamma e si colorano come d' ordinario 
per la ricerca dei microrganismi (le granulazioni in tal guisa si 
colorano poco); gli altri si fanno riscaldare a 120-130*G. per una 
ora ed anche più, per fissare l'emoglobina e le sostanze proto- 
plasmatiche^ e quindi si colorano coi colori basici d'anilina. Se 
si vogliono studiare accuratamente le granulazioni basofile, come 
anche per osservare le altre specie di granulazioni, si trattano i 
preparati coi metodi seguenti: 

A) Per colorare le cellule eosinofUe si usa questa miscela : 
1 volume di soluzione glicerica satura di aurantia si me- 
scola con 2 volumi di glicerina pura e vi si aggiunge nero di 
andina ed cosina in eccesso, agitando ripetutamente fino ad averne 
una soluzione satura. Questo miscuglio colorante tinge gli elementi 
che contengono emoglobina in arancio intenso, i nuclei in grigio- 
scuro, quasi nero, e le granulazioni eosinofile in rosso o rosso scuro. 

B) Per le cellule neutrofile si adopera un liquido cosi 
composto: 

A 5 volumi di una soluzione satura di fucsina acida (rosa- 
nilinsulfosaures Natron) si aggiunge a poco a poco, ed agitando 
sempre, 1 volume di soluzione concentrata di bleu di metilene e 
5 volumi di acqua distillata; si lascia a sé alcuni giorni e si filtra. 
I preparati di sangue, riscaldati a 120* G. e posti a contatto con 
questo liquido, mostrano i corpuscoli rossi colorati in rosso intenso 
e la gran maggioranza dei leucociti con finissime granulazioni 
colorate in violetto, le quali appaiono distinte soltanto coll'immer- 
sione omogenea. 



Si può anche usare per lo stesso scopo un'allra miscela, pro- 
posta egualmente dRll'Bhrlich, composta di fucsina adda 
e di orange (G), mescolati con vettte di tneliie. Si mescolano 135 
ccm. di soluzione acquosa satura di orange con altrettanto di 
soluzione satura di fucsina acida nell'alcool ai 20 "/oi vi si a^un- 
gono 75 ccm. di alcool assoluto e fìnatmenle vi sì mescolano, a 
poco a poco ed agitando, 125 ccm. di soluzione acquosa satura di 
vei'de di metile. Si lascia a sé la soluzione qualche tempo prima 
di adoperarla. Si vede allora che si è formato un precipi- 
tato al Tondo del recipiente ed una pellicola alta superficie 
del liquido; per prendere la soluzione limpida, si introduce una 
pipetta, chiusa col polpastrello di un dito alla sua estremità, nel 
mezzo del liquido e se ne prende quella quantità che si desidera. 
Bisogna badare a che tanto la pipetta quanto i recipienti che 
devono contenere questo liquido sieno bene asciutti, altrimenti 
si forma di nuovo un precipitato. In siffatto miscuglio i corpu' 
scoli rossi assumono un colore giallo-arancio, i nuclei una Unta 
verdastra, le granulazioni neutrofile un colore violetto e quelle 
eosinoflle un colorito grigio-scuro tendente al bleu. 

Finalmente havvi ancora un'altra miscela colorante, recea- 
temente proposta dall'Elirlich per la dimostrazione delle cellule 
sanguigne. Si mescolano insieme 100 ccm. di acqua, 100 ccm. di 
glicerina e 100 ccm. di alcool assoluto; vi si aggiunge 1-2 gr, di 
ematossillina, allume lino a saturazione, 1 gr. di eosìna e 10 ccm. 
di acido acetico. Si ottiene in tal guisa una colorazione rossa 
intensa nei corpuscoli rossi, bleu nei nuclei dei leucociti polino- 
cleari e grigio-scura in quelli dei mononucleari; il protoplasma 
dei leucociti grossi e di quelli polinucleari appare tinto in roseo 
e quello dei mononucleaii liuto in grigio-scuro. 

Bisogna ricordare in fine che nelle cellule bianche, allorché 
sono in movimento attivo di scissione, i nuclei possono fonnard 
coi loro prolungamenti che si intrecciano figure simili a quelle di 
certi microparasaiti. Così l'Ehrlich ha trovato nel protoplasma 
delle cellule neutrofile, contenuto nel sangue di individui che 
erano in preda a forte febbre, numerose figure filiformi, perfetta- 
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mente somiglianti a ft^mmenti di spinili, le quali si comportavano 
riguardo ai colori d'anilina come i nuclei. 

L'importanza di questi metodi di esame dei corpuscoli san- 
guigni per la ricerca dei microparassiti nel sangue è adunque 
grandissima, ed è indispensabile di averne cognizione e di im- 
pratichirsene, per evitare cosi molte cause d'errore. 



Ricerca dei microrganismi nei tessuti. 



Molte cose già dette a riguardo della ricerca nei liquidi val- 
gono ugualmente anche per i tessuti, ed è inutile ripeterle; 
ond'è che accenneremo soltanto alle differenze ed a ciò che vi 
è di speciale nell'esame dei tessuti. .Qui è necessario aiutarsi coi 
reagenti anche più che nei liquidi, giacché si tratta di parti or- 
ganizzate la cui tessitura, più o meno densa e compatta, serve 
a nascondere fòcilmente le forme delicate dei microparassiti che 
vi possono essere contenute, ed il semplice esame microscopico 
diretto può servire tutt'al più a far distinguere le zooglee. II 
metodo migliore, e direi anzi l'unico, per preparare i tessuti per 
tali ricerche è quello di farne sezioni. Si è già parlato degli 
istromenti speciali (microtomi) che si adoperano per ciò; ora 
esporremo i dettagli relativi al modo di preparare i tessuti per 
poterli sezionare, allo spessore delle sezioni ed al successivo trat- 
tamento delle stesse. 

Indurimento dei tessuti. 

VcUcool è il miglior mezzo per rendere consistenti gli organi 
nei quali si vuol fare la ricerca dei microrganismi; e siccome i tes- 
suti devono indurirsi in breve tempo, bisogna usare sin da prin- 
cipio l'alcool assoluto o per lo meno un alcool assai concentrato 
(90-95 °/o). Si preparano perciò piccoli pezzi degli organi appena 
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estratlì e si pongono in un vaso eoa mollo alcool, usando l'av- 
verlenza <li coprire il fondo del vaso con un poco d'ovatta o di 
carta da filtro: questo si fa. nel trìplici^ scopo che i pezzi siena 
circondati per ogni parte dal liquido, che non sieno a contatto coi 
detritus organici e col sangue che si separa dai tessuti e finalmente 
che si trovino immersi nell'alcool piii puro, giacché l'acqua che 
viene ceduta dai tessuti tende naturalmente a raccogliersi al fondo. 
Si deve fare in modo che in uno o due ffiOffH i pezzi abbiano 
acquistato la consistenza necessaria per essere sezionati, perchft 
alcuni microbi già dopo un soggiorno di 3-4 giorni nell'alcool per- 
dono la proprietà dj combinarsi coi colori d'anilina. 

Invece dell'alcool si può usare la soluzione di acido cromico 
o dei suoi sali ed i vapori di acido osmico, ponendo la soluzione 
di quest'acido sul fondo del vaso e il pezzo da indurire attaccato al 
sughero che serve per chiuderlo. Questo metodo è semplicissimo 
ed è anche economico, stante il prezzo piuttosto elevato dell'acido 
osmico. Questi ultimi mezzi però sono meno adatti del primo pel 
caso nostro, sia perchè colorano in pari tempo i tessuti, sia anchs 
perchè rendono più dilRcile la colorazione di certi microbi. 
Cosi Jl Ivoch (1) alferraa che, conservando gli organi tuber- 
coiosi nelle soluzioni cromiche, i bacilli perdono la facoltà dì 
colorarsi. Il Baumgarten (2) invece sostiene di avere ottenuto 
bellissime colorazioni degli stessi bacilli da pezzi fatti indurire 
prima nella soluzione di Miiller e quindi nell'alcool. Quando i 
tessuti sono stati induriti con sìfi'atti reagenti che in pari tempo 
li colorano, bisogna, prima di porre le sezioni a contatto dei co- 
lori d'anilina, lavarle coU'acqua distillata e porle quindi di nuovo 
nell'alcool assoluto. I preparati induriti coll'acido osmico si co- 
lorano talora più facilmente coli' ematossilina che coi colori di 
anilina. 



(1) KiKH, Die Aetiologie der Tuberftalose, Mìlth.a, d. kais. Oes. 
p, 1-88. 

(2) BA.nMQABTEN. Zaitichr. f. wiaaenach. Mikroakopie, Bd. I, Haft. 3, p. 453. 
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Una volta che il tessuto abbia acquistata una consistenza 
sufficiente, si pone nella morsa del microtomo per farne sezioni 
nel modo già esposto. L'inclusione in paraffina sarebbe assai co- 
moda e semplice, ed è anzi la più adatta per ottenere sezioni 
sottili: però in alcuni casi la disidratazione necessaria e la 
penetrazione nei tessuti degli olii eterei e della paraffina lique- 
fatta rende più difficile la colorazione di alcune specie di micro- 
parassiti. 

Con tutto che Talcool sia finora il mezzo d'indurimento riconosciuto più 
adatto per lo scopo presente, non deve credersi però che sia un mezzo egual- 
mente indifferente per tutte le specie di microparassiti; quindi è che in 
caso di studi e di ricerche che si fanno la prima volta è da consigliarsi di 
usare contemporaneamente anche l'acido cromico e l'acido osmico, special- 
mente quando si vogliano in pari tempo fissare in modo sicuro alcune parti- 
colarità delicate di struttura, ad es., la cariocinesi. 

Anche trattandosi della ricerca nei tessuti, come nei liquidi, non si 
deve mai possibilmente trascurare l'esame degli organi allo stato fresco, 
giacché vi sono alcuni microparassiti i quali, dopo essere stati trattati coi 
reattivi induranti, non sono più suscettibili di colorazione che difficilmente. 
Tali sono ad esempio i bacilli del tifo di Eberth, i quali si colorano fa- 
cilmente soltanto nei pezzi freschi. 

Questo genere di esame era poco praticato per lo addietro, per la dif- 
ficoltà di fare sezioni sottili degli organi freschi; fortunatamente però ora 
si possiede il mezzo di ovviare anche a tale difficoltà coi microtomi a con- 
gelazione. Dei vantaggi di questo metodo si è già parlato; qui mi resta 
da aggiungere soltanto che la forma dei microparassiti in tal modo non si 
altera, ma l'apparenza dei tessuti si modifica alquanto, perchè il fenomeno 
del congelamento e del successivo disgelo determina nel parenchima la for- 
mazione di vacuoli. 

Si consiglia perciò di porre le sezioni congelate dapprima nella soluzione 
indifferente di cloruro sodico e di immergerle quindi lentamente nell'alcool 
assoluto, lasciandovele finché si sono svolte tutte le bolle d'aria contenute 
nei vacuoli anzidetti: da questo si passano poi nella soluzione colorante. 
Anche qui giova ripetere la regola generale di far passare in ogni caso , 
quando si vuole ottenere la colorazione dei microparassiti colle tinte d'ani- 
lina che non sieno le brune, le sezioni dall'alcool assoluto direttamente nelle 
soluzioni coloranti , anche se prima erano nell' acqua o in qualunque altro 
liquido. 

Trattamento successivo delle sezioni. 

Fatte le sezioni, si può anche qui porre in giuoco Fazione 
dei reattivi dissolventi (acido acetico concentrato, soluzioni di soda 
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e di potassa diluite) ; ed è questo un metodo che dà talora buoni 
risultati. Il Baumgartenè riuscito con tal mezzo a porre in evi- 
denza i bacilli tubercolari in mezzo ai tessuti. È preferibile però 
sempre ricorrere alla colorazione delle sezioni stesse coi colori 
d*anilina nei modi già descritti. 

Lo spessore delle sezioni che si devono colorire deve in 
generale essere sottile, giacché si tratta per lo più della ri- 
cerca di oggetti che hanno dimensioni piccolissime e che si 
trovano in mezzo agli elementi istologici, dai quali possono essere 
facilmente nascosti. Tuttavia è talora necessario anche un certo 
spessore delle sezioni; e questo è utile specialmente quando i 
microparassiti sono in numero scarso , perchè allora si possono 
esaminare in pari tempo parecchi strati del tessuto ed è più facile 
il rintracciarli. 

Usando il microtomo, si ha il grande vantaggio di poter ot- 
tenere per le singole sezioni Io spessore che si desidera e che 
è più conveniente in ciascun caso. Per dare una media, utile per 
chi comincia e non sa quale spessore deve dare alle sue se- 
zioni, dirò che degli organi freschi è sufficiente per lo più uno 
spessore di 0,05 mm^ mentre invece degli organi induriti le se- 
zioni devono essere sempre più sottili e in media di 0,01-0,03 nmi. 

I dettagli relativi alla colorazione dei microrganismi nei 
tessuti sono contenuti nella descrizione dei metodi generali di 
Weigert^ di Gram età, e sono press'a poco gli stessi di quelli 
%he si usano pei preparati dei liquidi essiccati. 

Esiste tuttavia qualche lieve differenza, giacché il numero 
delle sostanze coloranti le quali servono per ìa colorazione delle 
sezioni è molto minore che pei preparati dei liquidi : cosi, a mo* 
d*esempio, Teosina che si può usare per questi ultimi non dà mai 
una colorazione differenziale dei microbi nei tessuti. Un altra 
differenza sta pure in ciò, che mentre i preparati secchi si pos- 
sono, una volta colorati, lavare semplicemente coiracqua per os- 
servarli al microscopio, pei teìssuti è necessaiia sempre la deco- 
lorazione successiva. 
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E pure da notare che il modo di comportarsi dei microparassiti verso 
le sostanze coloranti , dopo V azione dciralcool , è diverso da quello che si 
osserva nelle preparazioni fresche e nei liquidi essiccati. Così lo « spiro- 
chete » del tifo ricorrente si colora bene col violetto di metile o di gen- 
ziana e colla fucsina, quando si tratta di sangue disseccato sui coproggetti, 
mentre invece non si colora colle stesse sostanze nei tessuti induriti colFal- 
cool ; in questo caso servono invece i colori bruni d' anilina , per quanto 
anche con questi lo spirochete si colori debolmente. Al contrario invece, se- 
condo il Koch, si comportano i bacilli della lebbra, i quali si colorano bene 
sai coproggetti, appena dopo essiccati, e diventano invece refrattari alla co- 
lorazione, se sono stati disseccati da qualche tempo: nei tessuti induriti nel- 
l'alcool gli stessi bacilli si colorano benissimo, anche dopo molto tempo, 
colla fucsina, col violetto di metile e con quello di genziana e non si co- 
lorano coi colori bruni. Il Baumgarten(l) invece asserisce di aver co- 
lorato bene colla soluzione semplice di fucsina i bacilli della lebbra in 
preparati essiccati già da 40 giorni. 

I bacilli tifosi ho già detto che perdono in parte nell'alcool la loro af- 
finità pei colori d'anilina. Per tutti questi bacilli, addivenuti refrattari al- 
l' azione delle sostanze coloranti , giova riscaldare la soluzione colorante 
stessa a AO-50^ C. Difatti è con questo mezzo che il Friedlànder è riu- 
scito a colorire i bacilli tifosi anche nell'intestino indurito nell'alcool. 

Le sezioni di tessuti, dopo essere state colorate e trattate 
quindi colie soluzioni decoloranti o coll'alcool assoluto semplice- 
mente, si schiariscono col mezzo degli olii essenziali di garofani, 
di trementina, di origano, di bergamotto o di legno cedrino, 
e quindi si conservano nella gomma damar o nel balsamo del Ca- 
nada sciolto nella benzina, nel xilolo o nella trementina. La 
glicerina ed il miscuglio di glicerina e gelatina, proposto dal 
Klebs (2), sono adatti a conservare soltanto i preparati tinti 
coi colori bruni. 

II Wedl (3) ha recentemente proposto per conservare i preparati micro- 
scopici la levulosay di cui vanta i pregi sia pel suo notevole potere rischia- 



ci) Baumgarten, Zeitschr. f. wissensch. Mikroskopie Bd. I, Heft 3, p. 368. 




rigonfiata: si decanta l'eccesso di liquido e vi si aggiungono 10 gr. di gli 
rina, con qualche goccia di soluzione di acido fenico o di timolo per impedire 
lo sviluppo delle muffe. Raffreddandosi onesta miscelasi coagula; ma basta 
riscaldarla leggermente, perchè si liquefaccia e si possa cosi adoperare. 
(3) Wedl, Virchow's Archiv., Bd. 71, p. 128, e Bd. 74, p. 143. 
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Tante, come specialmente pel fatto che lo impiego di questa 
richiede, come qaello del batsamo. la disidratazione dei tesanti: 
permette di applicarla alla comervazione dei preparati , fatti con soatanM J 
coloranti facilmente solubili nell'alcool. Se poi il preparato è stato pree».l 
dentemenle decolorato ooll'alcool, non ai ha che lavarlo bene eoa aci|a> 1 
distillata per poi rinchiuderlo in levulosa. La preparazione però di questo ] 
prodotto è piuttosto difficile, ed il Wodl ai serve delta levulosa preparata I 
dal Dr, Schorn di Vienna (Hundithurmerstr. 113). 

Debbo dire finalmente che per conservare la colorazione nei bacilli t» I 
bercolari, la quale è nolo che scompare in breve tempo, si è proposto eoa 
vantaggio il semplice balsamo del Conadh , liquefatto col calore e disteao «ni 
preparato anche senza vetrino. Perù io ho avuto occasione più volte di o»- 
servare che non é tanto il balsamo (il quale non deve mai essere sciolto nel 
cloroformio) che vi ha influenza, quanto i residui dell'acido che si adopera 
per la decoloraiione col metodo Koc h-Ehrlìch, giacché in quei caù in 
cui ho avuto cura di lavare dopo la decolorazione accuratamente il prepa- 
rato, questo ha conservato il suo colore anche per parecchi mesL 



, le cautele più imperlanti necessarie per fere 
e conservare buoni prepaiati dei microt^anismi, sia nei liquidi 
come nei tessuti, si possono esporro in breve nelle proposiziCHii 
seg:uenU : 

aj I preparali devono, prima di esser portati nella solu- 
zione colorante, essere tenuti nell'alcool assoluto e non nell'acqua. 
Se fu necessario porli in altri liquidi, bisogna sempre riportarli 
nell'alcool immediatamente prima di farli colorire. 

b) L'alcool che si adopera per la decolorazione o per la 
disidratazione non deve contenere traccio di acidità. 

e) Si deve evitare un schiomo troppo prolungato nell'olio 
di garofani, oppure usare invece altri olii eterei per ìschiarira. 

dj n balsamo o la damar non devono essere sciolti nel 
cloroformio, ma sibbcne nella benzina, nella terebentina o nel 
xilolo, in soluzione piuttosto concenlrata. 



i 



Microfotografia. 



i 



A questo mezzo di riproduiTe i pi'eparati, senza dubbio il più 
fedele di tutti per la esatta rappresentazione dell'iniagine micro- 
scopica, il Kocb ha voluto attribuire un'importanza fors'anco 
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esagerata, ammettendo che per istituire confronti con fondamento 
<]i verità sia indispensabile Tapplicazione d'un tal mezzo e che le 
^liflTerenze d'opinione, che esistono ancora in iscienza sulla dot- 
trina dei microparassiti, sieno in massima parte dovute alla tra- 
scuranza dello stesso da parte degli osservatori. 

I vantaggi che offi^ la fotografia, rispetto ai metodi ordinari di 
riproduzione delle imagini osservate al microscopio, sono invero di 
non poco momento. E noto infatti che sono moltissime le con- 
dizioni che fanno variare l'aspetto dell' imagine microscopica: 
un diafiramma più largo o più stretto, un oculare più o meno forte, 
una maniera diversa di fare e di colorire il preparato, il tro- 
tarsi questo rinchiuso in liquidi di diverso potere rifrangente, 
e cosi via, sono altrettante circostanze che fanno variare sensi- 
bilmente Timagine dello stesso preparato; e nel caso nostro, tratr 
tandosi di oggetti cosi minuti e delicati come i microrganismi, 
possono irceli apparire ora più grossi, ora più sottili, ed anche 
sotto aspetti tanto differenti da farli ritenere diversi, oppure pos- 
sono anche nasconderli affatto alla nostra osservazione. 

In questi casi ò assai difficile di potere rintracciare in quale 
delle circostanze anzidette si trova la causa dell'errore, di vedere, 
cioò, se si deve al microscopio, oppure al modo di &re il preparato, 
il diverso apparire d'un medesimo oggetto. 

Ad ovviare a tale inconveniente serve benissimo la microfoto- 
grafia, perchè questa riproduce sempre l'imagine esattamente nella 
stessa posizione, ingrandimento ed illuminazione in cui fu presa : 
si può allora quel dato oggetto misurare , disegnare e confron- 
tare cga altri fotogrammi, per vedere cosi in quali condizioni di- 
verse fu riprodotta Timagine stessa negli altri casi. A ciò aggiungi 
che il preparato per essere riprodotto fotograficamente de v' essere 
fatto, colorito e rinchiuso sempre in una determinata maniera. 

Un altro vantaggio incontestabile consiste in ciò, che nella 
fotografia l'oggetto si riproduce da per sé e non è riprodotto dalla 
mano di chi osserva, il quale per lo più tende involontariamente 
ad abbellire ed a rendere l'imagine più dimostrativa per qual- 
che veduta teorica che può benissimo avere in mente. La ri- 



produzione fotografica invece è la più fedele che si possa ima- 
ginare e permette ad un osservatore di potere controllare i ri- 
sultati ottenuti lia un altro in lontananza, come se avesse eot- 
t'occhio Io stesso preparalo microscopico. 

Questo è forse il vantarlo più rilevante per la scienza, 
perchè non v'ha dubbio che il sapere che i preparati possono 
essere veduti quali sono, e controllati da tutto il mondo scientifico, 
costringe il microscopista a sottoporre a prove e liprove l'esat- 
tezza delle sue osservazioni, prima di comunicarle al pubblico; 
cosa che in questi ultimi tempi, specialmente in Italia, ci avrebbe 
risparmiato un gran numero di pubblicazioni fatte su questi ali- 
menti molto a 



Per (aitare un esempio, riferito dal Koc h per diinorirare la importatua 
della fotografia nello studio dei nicroparassitì, dirò che il Lewis Ci) avaa 
descritto una forma di npirochele nel sangue dei malati dì tifo rìcoireDU 
Dell'India, avente uno spessore più grande di quella corrispondente, osser- 
vata in Europa dall'Oberraeier e da altri. Si orano ammesse cosi due 
varietà di spirochete, l'indiano e l'europeo, corrispondenti a due forme di- 
verse della stessa malattia. Orbane il Koch, confrontando le fotografie dei 
preparati oiicroscopici dello spirochete indiano, fatte da Lewis, con quelle 
dei preparati propri, ha potuto constatare che i primi erano stati riprodotti 
con diaframmi più strettì, i quali, come ò noto, fanno risaltare assai i eoi> 
tomi degli elementi, e che si era data in tal guisa al microparassita l'ap- 
parenza di uno spessore maggiore di quello riprodotto dal Koch. Dìfatti 
quest'ultimo, esaendosi poi procurato gli spirocboti indiani, li ha fotografati 
nelle stesse condizioni dei suoi e li ha ottenuti riprodotti nella stessa forma 
e cella stessa grandezza di quelli europei. 

Finalmente la fotografia è utile anche perchè riproduce la 
imagìne microscopica meglio e con dettagli più minuti di quelli 
a cui può essere sensibile la retina del nostro occhio. Dìfatti la 
lastra sensibile fotografica ó una specie di occhio, il quale però 
non si restringe colla luce viva, non si stanca a distinguere le 
piccole differenze di luce e non è turbalo nell'osservazione dagli 
intorbidamenti del vitreo. E che sia più sensibile dell'occhio stesso 



(i) Lewis, Tlte micivscopics orf/anism ftmnd i. 
animals, Calcutta, 1879. 
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lo dimostra il fatto che talora oggetti finissimi, ad esempio le 
ciglia di alcuni microbi, i quali sfuggirono all'osservazione più ac- 
curata si sono trovati invece riprodotti neir iraagine fotografica. 

Di fronte a questi vantaggi incontestabili, la riproduzione mi- 
crofotograflca ha però Tin conveniente di essere difficile a pra- 
ticarsi ed assai costosa; non credo quindi che si possa sperare 
che la sua applicazione addivenga generale, finché almeno non 
si sia trovato il mezzo di semplificarla tanto da metterla alla 
portata di tutti. 

La riproduzione fotografica dei microrganismi non difierenzia 
essenzialmente da quella degli altri preparati microscopici, per 
cui qui accenneremo soltanto alle norme principali relative al 
caso speciale. I preparati, coloriti e conservati nel modo già esposto, 
possono essere fotografati anche coi più forti ingrandimenti degli 
obbiettivi ad immersione omogenea ; i preparati secchi sui ve- 
trini si riproducono colla fotografia assai più facilmente dei pre- 
parati in sezioni. 

n modo di aggiustare il microscopio é quello stesso che serve 
a dare la imagine più chiara e più netta dell' oggetto per V os- 
servazione oculare: quindi la stessa illuminazione colla luce 
difiusa, riflessa dalle nubi bianche, e non la luce solare dì- 
retta. Perchè la riproduzione fotografica degli oggetti colorati 
riesca bene, è necessario anzitutto che questi sieno impregnati di 
un tal colore che non lasci passare i raggi chimici dello spettro, 
che assorba la luce bleu e che agisca sulla lastra sensibile come 
un colore oscuro. Sono adatti perciò i colori bruni ed i gialli, e 
siccome non tutti i microparassiti posseggono affinità per tali so- 
stanze, cosi questo è pure uno dei gravi inconvenienti del metodo 
in discorso. 

Un mezzo semplice e spiccio per la scelta del colore giusto, 
adatto per la riproduzione fotografica, è quello di esaminare il 
preparato nella luce monocromatica bleu, ossia nella luce che è 
passata attr^vQrso una soluzione di ammoniuro di rame, nel qual 
caso i microbi ed i nuclei (se anche questi sono colorati) de- 
yoDO apparire più o meno scuri su fondo bleu. 
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Fa d'uopo adoperare il condensatore dell'Abbe e diaframmi 
larghi, in modo che scompaia Timagine di struttura del preparato. 

È quasi inutile che a«^giunga che si deve assolutamente evi- 
tare qualsiasi ritocco o modificazione, sia della negativa che del 
ritratto, anche se la riproduzione non ri usci perfetta. I preparati 
fotografati appaiono anzi sempre confusi, poiché viene ripro- 
dotto un solo strato di quelli e gli altri, che non sono in foco, 
danno semplicemente un'imagine sfumata in grado diverso, a se- 
conda che S(mo situati più o meno distanti dallo strato riprodotto. 



CAPITOLO V 



Ricerche nell'aria, nelPacqua e nel terreno. 



L'influenza che esercita l'ambiente in cui viviamo, ossia l'aria, 
l'acqua ed il terreno, sull' insorgere di certe malattie, special- 
mente sullo sviluppo di quelle cosidette « infettive», non era 
sftiggita all'osservazione dei medici fino dai tempi più remoti; 
e di quest'influenza, indicata dapprima in modo vago e indeter- 
minato, si era puranco tentato di rintracciare le cause nelle 
proprietà inerenti ai mezzi stessi in cui viviamo. Quindi, secondo 
le teorie che dominarono nelle varie epoche sulla natura dei morbi 
infettivi, e secondo la maniere o minore importanza attribuita 
al contenuto di umidità e alla temperatura dell'aria, al contenuto 
di materiali inorganici dell'acqua ed alle emanazioni gazose del 
terreno, si erano prese specialmente in esame le proprietà fisiche 
e chimiche di questi mezzi. 

In seguito però si è riconosciuto che siffatte proprietà del- 
l'aria, dell'acqua e del terreno non sono direttamente attive nel 
produrre le malattie, ma agiscono per via indiretta, esercitando 
un influsso su certi processi di decomposizione delle sostanze 
organiche; sicché l'influenza loro, nociva per la salute del nostro 
organismo, dipende specialmente dalla quantità e qualità dei pro- 
dotti delle stesse decomposizioni. Si studiarono perciò quali erano 
le condizioni favorevoli a quei processi e quali i loro prodotti, 
misurando il quantitativo di anidride carbonica nell'aria e il con- 
tenuto di sostanze organiche, ammoniaca, acido nitrico, ecc., nel- 
l'acqua. Si era fatto cosi un gran passo in avanti, e lo dimostrano 
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invero i risultati importantissimi ottenuti da tali studi per opera 
di eminenti osservatori, a capo dei quali sta il Pettenkofer. 

Ma quando finalmente Schwann e Gagniard Latour 
ebbero dimostrato che i processi di fermentazione e di putrefa- 
zione non dipendono soltanto dalla presenza dell'ossigeno dell'aria 
atmosferica, ma che è necessario eziandio per la produzione degli 
stessi l'intervento di elementi organizzati, i quali moltiplicandosi 
danno luogo a decomposizioni speciali del mezzo in cui vivono; 
e quando fu più tardi stabilita sopra solide basi la dottrina del 
€ contagio vivente » per V origine di alcune malattie , allora di 
necessità l'attenzione fu rivolta, oltreché ai prodotti della decom- 
posizione, anche e specialmente agli elementi produttori^ ossia 
ai microrganismi. In questi ultimi tempi poi il numero delle os- 
servazioni sul proposito si è straordinariamente moltiplicato, e 
l'importanza dei microrganismi per l'origine delle malattie da 
infezione va crescendo ogni giorno di più. È indispensabile adunque, 
per poter giudicare delle proprietà nocive dell' aria, dell'acqua 
e del terreno, di ricercare e studiare a lato delle proprietà fisiche 
e chimiche di questi mezzi anche il contenuto di germi orga- 
nizzati, che vi esistono in isvariate circostanze. 

Ricerca dei microrganismi neiraria. 

Le prime ricerche, relative alla qualità e alla quantità dei 
germi che si contengono nell'aria atmosferica, sono strettamente 
connesse collo studio della questione della generazione spontanea ; 
ed i metodi primitivi, applicati alla statistica micrografica dell'aria, 
consistevano nella filtrazione dell'aria stessa attraverso il cotone 
solubile (fulmicotone), il quale veniva sciolto nell'etere ed esami- 
nato direttamente al microscopio (Pasteur). In seguito per rac- 
cogliere i costituenti solidi dell'aria si applicarono gli aeroscopi, e 
primo il Pouchet si servi di questo apparecchio, formato da un 
cilindro di vetro di piccole dimensioni, posto in comunicazione 
per mezzo d'un tubo di gomma con un aspiratore ; una lastra di 
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vetro spalmata di glicerina, situata nella parte inferiore del ci- 
lindro, riceve il getto d'aria prodotto dall'aspirazione, la glicerina 
trattiene i corpuscoli natanti dell'aria e questi vengono quindi 
osservati ai microscopio e contati. Con questo apparecchio fecero 
le prime ricerche sui germi dell'aria atmosferica il Pouchet, 
ii Maddox ed il Gunningham. Il Miquel (i) ha modi- 
ficato alquanto l'aeroscopio del Pouchet, usando però ugual- 
mente la lamina di vetro, spalmata con un miscuglio di glicerina 
e di glucosio, per raccogliere le particelle solide contenute in 
xma data quantità di aria ed esaminarle quindi al microscopio, 
determinandone il numero. Il Miquel ha continuato queste 
xicerche nell'osservatorio di Montsouris per parecchi mesi di 
seguito, cercando in tal guisa di determinare le leggi che rego- 
lano la comparsa ed il numero dei microbi nell'aria. 

Questo metodo grossolano, poco adatto ad enumerare con 
esattezza anche i grossi germi dei microfiti più elevati (muffe), 
non potea essere menomamente applicato alla ricerca dei cosi 
detti batteri, giacché la loro estrema sottigliezza e il loro debole 
potere di refrazione li faceva scomparire nel liquido che serviva a 
fissarli negli aeroscopi. Il Miquel ha quindi usato perciò un altro 
metodo: ha fatto gorgogliare l'aria attraverso liquidi di nutrizione, 
adatti allo sviluppo dei microrganismi, nell'intento di farveli mol- 
tiplicare e determinarne quindi la specie ed il numero. Simile a 
questo è pure il processo posto in opera dal Miflet (2) e dal 
Podor, i quali pure si sono occupati attivamente dello stesso 
argomento. 

n D.'* Emmerich (3) ha migliorato in seguito l'aeroscopio 
di Pouchet e di Miquel, dando al tubo che contiene il li- 
quido nutritivo, nel quale l'aria passando deve depositare i suoi 



<1) Miquel, Annuaire de rObservatoire de Montsouris pour les ans 1879- 
1^82. — Des Organismes vivants de Vatmosphèrey Gauthier-Villars, Paris 
lB83. Thèse du doctorat de la Faculté de mcdecine de Paris. 

(2) MiPLBT, Untersuchungen ùber die in der Luft suspendirten Bacie" 
**»€n, Gohn*s Beitràge zur Biologie der Pflanzcn, Ed. Ili, p. 119. 

(3) Emmerich , Archiv fùr Hygiene. Ed. 1, 1883, 5, 169. 
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germi, una forma a spirale, per far sì che l'aria stia a contatto 
col liquido per un tempo sufllcientemente lungo, a che i germi, 
ohe vi sono contenuti rimangano tutti nel mezzo di nutrizione. 

Però tanto il metodo primitivo della l'icorca microscopica 
semplice, quanto questi ultimi di Miquel, di Emmerich e di 
Fodoi- sono mal sicuri ed incompleti. La semplice ossei 
zioue microscopica, oltreché fornisce nel conteggio un" appros- 
simazione molto lungi dal reale, jion ci istruisce per nulla sdUb' 
facoltà di sviluppo, vale a dire sulla vitalità dei germi che si 
osservano, mentre è questa appunto la proprietà più interessante 
a conoscersi dal punto di vista dell'igiene. 

Anche gli altri metodi di ricerca, i quali si propongono di 
far depositare i germi dell'aria nei liquidi nutritivi, non ragg 
gono lo scopo, perchè non tengono conto di certe particolarità 
speciali, inerenti allo sviluppo ed al modo di crescere dei mi- 
crorganismi. Intendo alludere qui specialmente alla cosidetta 
concotTenza, che è quasi una vera lotta per la vita che com- 
battono fhi loro le varie specie di microbi, allorché debbono svi- 
lupparsi in un medesimo mezzo di nutrizione. Difatti questi esseri 
non si sviluppano tutti ìn modo eguale ed uniforme, ma si molti- 
plicano invece qual piii qual meno rapidamente ; non sono inoltre 
tutti egualmente mobili, ma sibbeue alcuni sono dotati di movi- 
menti vivacissimi ed altri invece ne sono affatto privi. Se adunque 
nel miscuglio dei germi deposti dall'aria nei liquidi nutritivi ve 
n'ha una specie che possiede uno sviluppo più rapido, questa 
prende il sopravvento sulle altre, le quali perciò, siccome non ai 
moltiplicano, sfuggono facilmente all'osservazione e non possono 
quindi venire enumerate. Oppure, auche se si sviluppano tutti 
uniformemente, accadrà sempre che le forme mobili si meseotfr- 
ranno colle altre, risultandone un vero caos di figure, nelle quali 
riesce impossibile raccapezzarsi per distinguerle ed enumerarle 
singolarmente. E cosi anche , se coll'aria vengono depositati 
i germi delle muffe [SchiìnmelpUze), capaci di svilupparsi ìn 
quei liquidi, viene impedito lo sviluppo dei cosidettì « batteri », 
perchè i primi col riprodursi consumano l'ossigeno contenuto nel 
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liquido stesso. A ciò aggiungi che, passando l'aria attraverso i 
liquidi sotto forma di bolle, non può mai depositarvi tutti i germi 
che contiene. 

Queste cause d'errore sono invero cosi considerevoli, che tol- 
gono quasi ogni valore scientifico alle ricerche istituite coi soli 
processi anzidetti, non potendosi attribuire alle cifre statistiche, 
ottenute in quel modo, neppure un significato d'approssimazione. 

La più gran parte degli errori suaccennati potè essere eli- 
minata sostituendo ai liquidi i mezzi solidi di nutrizione del 
Kocfa, sui quali i germi dell'aria si depositano separati gli uni 
dagli altri e separatamente si sviluppano ognuno da sé. In tal 
modo le specie mobili non si mescolano più colle immobili, quelle 
a sviluppo più rapido non molestano le altre nel loro accre- 
scimento, ed ognuna può prendere liberamente l'ossigeno di cui 
abbisogna, sviluppandosi anzitutto sulla superficie solida del mezzo 
che la nutrisce. Questi vantaggi delle materie di nutrizione solide 
sono di tanta importanza, che io non esito ad aflFermare che 
tutte le osservazioni precedenti devono essere rifatte di bel nuovo, 
applicando al metodo cotesta modificazione. 

Per convincersi di quanto si è adesso accennato, serve una 
esperienza semplicissima; una patata cotta nel vapor d'acqua a 
100", tagliata per metà con un coltello sterilizzato e lasciata per 
qualche tempo colle due superficie di sezione esposte all'aria, 
appare dopo un certo tempo coperta di punti, di goccioline e di 
miceli di funghi, ognuno dei quali ha un aspetto diverso per 
forma, colore, grandezza e contorni e costituisce una cultura 
isolata di una data specie di microrganismi, come si può facil- 
mente riconoscere coll'esame microscopico. 

I germi ed i microbi contenuti nel!' aria non sono poi cosi 
leggeri come una volta si credeva, e se l'aria non è in movi- 
mento, si depositano facilmente. Valendosi di questa proprietà si 
possono raccogliere questi germi sulla superficie di sezione delle 
patate, come ora si è detto, giacché queste ofirono un terreno 
molto adatto allo sviluppo degli stessi. Dopo avere tenuto le patate 
per qualche ora esposte all'aria, si racchiudono in xmo spazio 
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umido, in una campana doppia di vetro colle pareti rivestite 
di carta da filtro bagnata, e si osserva quindi lo sviluppo delle 
colonie. 

Molto più adatto però per questo genere di ricerche è l'infuso 
di carne con gelatina (V. capitolo seguente), disposto nei recipienti 
in larga superficie. La gelatina è infatti più facile a maneggiarsi, 
si può preparare in quella forma che meglio si desidera e 
finalmente ofire il grande vantaggio di permettere l'osservazione 
microscopica immediata delle colonie che vi si sviluppano, le quali 
perciò possono essere seguite a passo a passo nel loro accresci- 
mento coli' osservazione diretta. 

La prima cosa interessante da determinarsi nelle ricerche 
micologiche dell'aria atmosferica è il numero degli esseri viventi 
che questa contiene in un dato volume; giacché interessa som- 
mamente di poter fare confronti dell'aria di diverse località, ed 
anche di quella dello stesso luogo in varie condizioni di stagione, 
di temperatura e cosi via. 

A tale oggetto si è cercato di filtrare, coU'aiuto di un aspi- 
ratore, attraverso il cotone sterilizzato una certa quantità di aria 
e di mescolare quindi il cotone, carico di microbi e dei loro 
germi, colla gelatina nutritiva, per osservarne lo sviluppo e po- 
terli cosi enumerare. Ma questo metodo non può dare cifre esatte, 
perchè un certo numero di colonie rimangono coperte dai filamenti 
del cotone, ed anche perchè nell'interno della gelatina, lungi dal 
contatto dell'aria, molti germi non si sviluppano affatto o cre- 
scono assai lentamente. 

Parimenti insufficiente è l'altro processo di ricerca che con- 
siste nello spingere l'aria aspirata contro una goccia di glicerina, 
o contro una lastra di vetro spalmata d'un miscuglio di glicerina 
e gelatina, poiché è stato dimostrato che la glicerina è innocente 
pei* le spore dei bacilli e delle muflfe, ma uccide invece i micro- 
cocci: né si può d'altronde usare la sola gelatina, stantechè 
questa per opera del getto d'aria si dissecca rapidamente ed allora 
non è più adatta a trattenere i microbi. 

Il Koch ha pensato perciò di lasciarli depositare sulla gè- 
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latina dall'aria lasciata in quiete, adoperando un apparecchio 
■ -aemplicissimo, il qaale permette di enumerare i germi che vengono 
depositati in un dato tempo da una colonna d'aria, press'a poco 
-sempre eguale. Questo metodo permette così di fare coniV-onti, ed 
in pari tempo dà agio di bre l' osservazione microscopica di- 
retta delle colonie che si sviluppano sulla gelatìna, senza gua- 
starle menomamente. 

L'apparecchio (fig. 13) consiste in un vaso di vetro cilin- 
drico, alto Ì8 cm. e largo 6, nel fondo del quale si trova una 
scatola pure di vetro, a fondo piatto, avente un diametro di 5,5 
cm. ed un'altezza di 1 cm. circa. Questa scatola, destinata a con- 
tffiiere la gelatìna e quindi le colonie, si può levare e mettere a 
posto focilmente per mezzo di una lastra d'ottone, lut^ quanto 
è l'altezza del cilindro e ripiegata in fondo ad angolo retto per 
sostenere la scatolina di cristallo. 

Per potere cs^iuire una serie dì ricerclie sui microrganismi 
dell'aria, è necessario avere almeno una ventina di questi 
yaà, i quali devono essere anzitutto accuratamente sterilizzati. 
Si ottura perciò il cilindro , nel quale si è 
^à posta la scatolina di vetro e la lastra d'ot- 
tone, con un grosso piumacciolo di cotone e 
si iterilizza nella stufò a calore secco a 150* C. 
per una o due ore : si lascia raflVeddare e quindi 
si toglie con cautela il turacciolo, si solleva 0no 
ajl'orlo del cilindro la scatola di vetro e v 
versa 0,5 cm. dì gelatina fluidificata, richiudendo [ 
iiuindi il vaso colla maggiore sollecitudine. Se nei 
pochi momenti dì tempo, necessaria per questa 
operazione, qualche germe dell'aria cade nella gelatina ancora 
duida, si mescolerà con questa e non turberà per nulla i risultati 
delle ricerche; giacché tali germi si svilupperanno nell'interno 
della gelatina e non sulla superficie, come accade dì quelli che 
vengono ivi depositati dall'aria che si vuole esaminare. 

Appena la gelatina sì è solidificata, se si vuole, si può subito 
portare U vaso nella località ove si desidera di fare le ricerche; 
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si tolgono i piumaccioli di cotone, i quali devono essere conser- 
vati in un vaso di vetro previamente sterilizzato, e si lascia la 
gelatina esposta all'aria per un certo numero di ore, che può 
variare da 4-5 fino a 24 ore; si turano quindi nuovamente i vasi 
e si portano in una stufa ad una temperatura di 20-22* G. Dopo un 
giorno si vede la gelatina coprirsi di colonie di microrganismi, 
che hanno l'aspetto ora di goccioline ed ora invece di punticini 
opachi e rotondeggianti. Al secondo giorno lo sviluppo delle co- 
lonie ha diggià progredito abbastanza, per poterle contare con una 
lente o al microscopio con deboli ingrandimenti. Più tardi non si 
può più, perchè le colonie crescendo si confondono fra di loro. 

Ciascuna di queste colonie è una cultura isolata di microbi, 
colla quale si possono fare preparati microscopici da osservare 
coi forti ingrandimenti e farne altre culture a parte. Basta 
prendere per ciò coll'ago di platino sterilizzato una piccola por- 
zione di ciascuna colonia ed innestarla in altrettanti tubi con 
gelatina, per avere di ciascuna una cultura netta, che si può 
conservare ed utilizzare per istudiarne le projHrietà morfologiche 
e fisiologiche. 

La gelatina con infuso di carne è uno dei mezzi di nutrizione 
più adatti per la ricerca dei germi dell'aria, poiché offre condi- 
zioni favorevoli allo sviluppo delle varie specie che vi sono 
contenute. Ma oltre di questa si possono preparare molte altre 
specie di gelatina nutritiva, sia colFinfuso di fieno, sia coirinfuso 
di frumento o con quello di frutta cotte, il quale ultimo è special- 
mente adatto per lo sviluppo dei germi delle muffe. Il mezzo 
forse il più conveniente di tutti per queste ricerche, nel quale si 
sviluppa uniformemente qualunque specie di microrganismi, è la 
gelatina con infuso di frumento. Ad ogni modo però, perchè 
l'esame riesca più completo che si può, è da consigliarsi di usare 
contemporaneamente tanto le patate cotte e dimezzate, come le 
varie specie di gelatina, preparata, come si è detto, in altrettanti 
cilindri di vetro. Nel caso speciale di ricerche dell'aria contenuta 
in camere di ammalati, nella quale si mira specialmente a scoprire 
l'esistenza di microrganismi patogeni, è da raccomandarsi sopra- 



— 179 — 

tBtto la gelatina preparata coU'inftiso di carne e siero sanguigno, 

mescolati insieme. Si può anche per le ricerche ordinarie, più 

grossolane, distendere semplicemente la gelatina su grandi lastre 

43i vetro, le quali si lasciano per un certo tempo espóste all'aria 

^ si collocano quindi sui banchetti di vetro entro le campane, 

xnantenute umide colia carta da filtro bagnata e poste, come ai 

solito, in una stufa a 20-22** G. Oppure si riempie colla gelatina 

xm certo numero di scatole di vetro massiccie, quadrangolari e 

xnunite di coperchio, le quali si lasciano per vario tempo esposte 

sdl'aria e quindi si coprono e si mantengono alla temperatura 

di 20-22^ G. 

Non bisogna lasciare troppo tempo esposti all'aria i recipienti 
colla gelatina, altrimenti il numero dei germi che vi si depositano 
diviene cosi grande, che non si possono più contare; in media è 
sufficiente un'esposizione di 4-6 ore, e se l'aria è molto ricca di 
germi, anche un tempo minore. 

Gon tutti questi processi però non si era ancora riusciti ad 
enumerare con sufficiente esattezza i germi che sono contenuti 
in un determinato volume di aria, il che costituisce una delle cose 
più direttamente interessanti per l'igiene in siffatte ricerche. Re- 
centemente il D.'® Hesse (1) nel laboratorio del Koch è giunto 
a risolvere il problema col dare alla gelatina nutritiva una dispo- 
sizione tale, da permettere che una quantità determinata di 
aria atmosferica, strisciando lentamente sulla superficie della 
stessa, vi depositi tutti quanti i germi che contiene; e questo 
k) ha ottenuto facendo passare l'aria attraverso lunghi tubi di 
vetro, le {pareti inteme dei quali sono rivestite di uno strato 
di gelatìim. 

Egli si è servito perciò di uno speciale apparecchio, che si 
trova disegnato nella figura 14 e consta essenzialmente di due 
parti: a) del tubo di vetro contenente la gelatnfia, sostenuto dà 



(1) Rbsss, Ueher quantitative Bestinunung der in der Liift enthaltenen 
Mikroorganismen^ Mitth. a. d. kais. Oes. Bd. II, 1884, p. 182. 
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un alto treppiedi simile a quello usalo dai fotografi; &)dell'aspKj 
ratore. Il tuho di vetro (A), lungo 70 cm. circa e largo 3,5 era 
di una capacità quindi di *>70 ccm. circa, è chiuso ad una dellé^ 
sue estremità con due calotte di gomma elastica, una più interna 1 




avente nel centro un foro del diametro di 1 cm. ed un'altn.< 
estema, soprapposta alla prima e senza alcun foro. Per comin- 
ciare le ricerche si toglie, come è naturale, la calotta esterna, per 
lasciare libero ingresso all'aria attraverso il foro dell'altra ca- 
lotta; si può anche porre una sola calotta e praticarvi un taro 
nel mezzo, o colle forbici o con uno strumento arroventato, un 
momento prima d'iniziare la ricerca. L'altro estremo del tuho 
è chiuso da un tappo di gomma, che ha nel mezzo un foro largo 
1 cm,, destinato a ricevere un piccolo tubo di vetro lungo 10 cm. 
circa e largo 1 cm. 
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Questo tubo ha nel suo interno due turaccioli di cotone, 
uno dei quali è situato air estremità che sta dentro il tappo di 
gomma e sporge alquanto entro il lume del tubo maggiore. Questi 
turaccioli di cotone servono da filtro per l'aria che è stata aspi- 
rata attraverso il cilindro. 

L'apparecchio di aspirazione, posto in comunicazione pel 
mezzo di un tubo di gomma col cilindro principale, consta di 
due bottiglie coniche della capacità di un litro, che stanno ap- 
pese al treppiede con appositi uncini e sono in comunicazione 
fìrai di loro per mezzo d'un altro tubo di gomma, che porta nel 
mezzo una pinza a pressione. Quando si è riempita di acqua la 
bottiglia superiore e si apre la pinza a pressione, Tapparecchìo 
funziona come un sifone, e viene quindi aspirata aria dal tubo 
che contiene la gelatina nella bottiglia superiore stessa, che si 
svuota a poco a poco. Quando questa è vuotata completamente, 
non si ha che cambiare posizione alle due bottiglie, mettendo sopra 
quella piena e adattandovi il tubo di gomma che parte dal cilindro, 
per aspirare di nuovo l'aria da questo. Un tale scambio si può ripe- 
tere tante volte per quanto è necessario. Bisogna evitare accurata- 
mente qualsiasi aspirazione rapida e subitanea, come accadrebbe se 
entrasse aria nel tubo di gomma che pone in comunicazione le due 
bottiglie; per cui bisogna badare a chiuderlo colla pinza, prima che 
la bottiglia superiore sia svuotata completamente, e badare anche a 
che non vi sia aria nel tubo stesso prima di cominciare Toperazione. 

L'altezza del dislivello fira le due bottiglie, neirapparecchio 
adoperato dal D." Hesse, oscilla fi^ 0,75-0,50 m. secondo l'altezza 
dell'acqua nelle bottiglie stesse. Per regolare il deflusso dell'acqua 
dall'aspiratore si adoperano tubi di vetro di vario calibro, che 
si introducono nel tubo di gomma da cui l'acqua fluisce, dopo 
di avere precedentemente determinato il tempo necessario a che 
un litro di acqua passi attraverso a ciascuno di quelli. 

Il cilindro di vetro che deve contenere la gelatina si steri- 
lizza anzitutto come di solito e quindi, dopo averlo chiuso da 
una delle sue estremità colle calotte di gomma, vi si versano 
dentro 50 ccm. di gelatina nutritiva liquefatta, composta in gè- 
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nerale con infuso di carne contenente il 5 "/„ di gelatina. Si chiude 
l'altro esli'eiiiu del cilindra col tappo di gomma, e si sterilÌEza 
nuovamente tutto insieme nella corrente di vapore acqueo a lOCf C. 
per due ore. 

Ouanlo alla disposizione più conveniente da darsi alla gelatina 
neir interno del cilindro, il D.™ Hesse ha sempre osservalo 
nelle sue ricerche che i germi dell'aria, che si ia passare attra- 
verso di quello situato orizzontalmente, si depositano tutti lungo 
il quarto inferiore della sua circonferenza. Parrebbe adunque a 
prima giunta conveniente di porre il tubo, subito dopo toUo 
dall'apparecchio di sterilizzazione, nella posizione orizzontale, 
Ijerchè la gelatina solidificandosi si disponga sul quarte infe- 
riore della superfìcie interna del tubo stesso. In tal caso però 
sulla parte superiore si condensa il vapore acqueo , il quale 
scola poi sulla superQcic della gelatina, confondendo e guastando 
le colonie che vi si sviluppano: cosicché, per ovviare a tale 
inconveniente, è preferibile di &r solidifìcare la gelatina in modo 
che, pur ricoprendo di uno strato sottile tutta quanta la super- 
fìcie interna del cilindro, si raccolga nella parte inferiore di 
questo in istrato più spesso. Per ottenere ciò, dopo avere estratto il 
tubo contenente la gelatina dall'apparecchio sterilizzatore e dopo 
averlo lasciato raffreddare alquanto, si pone sotte un getto di 
acqua fredda, imprimendogli di continuo un movimento di va e 
vieni nel senso orizzontale e girandolo attorno all'asse longitu- 
dinale, Uno a che la massa gelatinosa è giunta a consistenza quasi 
solida. A questo punto si porta fuori del getto d'acqua e si con- 
tinuano solamente i movimenti orizzontali, in guisa che la gelatina 
si depositi in ma^ior copia nella parte inferiore del tubo, ma 
che anche tutto il resto della circonferenza di questo rimanga 
coperto da uno strato sottile dello stesso materiale. 

Una volta con una cinghia fìssalo il cilindro sopra il treppiedi 
e poste quello in comunicazione coli' aspiratore, non si ha che 
togliere colle ilita bagnate nella soluzione di sublimato la calotta 
dì gomma esterna, ed aprire la pinza a pressione che chiude il 
tubo di gomma per cui defluisce l'acqua dalla bottiglia saperiofe, 
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« la ricerca incomincia. Per evitare che, se vi sono correnti di 
aria, queste portino dentro al tubo germi staccati dalla persona 
di chi fa le osservazioni, l'apertura del tubo stesso dovrà jBssere 
diretta contro la corrente e l'osservatore stare dietro l'apparecchio. 
La quantità determinata di aria, che si aspira attraverso il tubo 
orizzontale e striscia sulla gelatina, deposita sulla superficie di 
questa tutti i germi che contiene; e se qualcuno ancor ne rimane, 
viene depositato sul piumacciolo di cotone imbevuto di gelatina, 
che chiude il tubo alla sua estremità, e attraverso il quale deve 
passare l'aria per andare nell'aspiratore. Se nessuna colonia di 
microi^nismi si sviluppa in questo piumacciolo, ciò serve di 
controllo per stabilire che tutti quanti i germi dell'aria sono 
stati depositati nel tubo. 

Quando la ricerca è terminata, si riapplica di nuovo la calotta 
di gomma, immersa prima nella soluzione di sublimato, si lascia 
stare fermo il cilindro per qualche minuto e si pone quindi nella 
medesima posizione in una stufa a 20-22® G. 

Questo apparecchio, come si vede, è semplice e pratico ad 
un tempo, e il D.'* He ss e in una serie numerosa di ricerche ha 
cercato di stabilire quali sono le disposizioni da darsi alle varie 
parti dello stesso, perchè le osservazioni riescano più esatte 
che si può. Ha studiato perciò l'influenza che esercita la velocità 
della corrente d'aria e la larghezza del foro d'ingresso, neces- 
aaria ad ottenere una data velocità, riuscendo a determinare 
certe particolarità del metodo che sono indispensabili a conoscersi, 
per ottenere risultati esatti e paragonabili fra di loro, e che sarà 
bene esporre in dettaglio, giacché le ricerche dell'aria sono ancora 
da Ikrsi in massima parte e promettono di riuscire della più alta 
importanza per l'igiene. 

La condizione essenziale, a cui deve soddisfare la disposizione 
delle varie parti dell'apparecchio, è appunto quella che tutti e 
quanti i gemU, contenuti in una determinata quantità (Varia, 
Steno depositati sulla superficie della gelatina, divisi gli uni 
(iagli altri, in modo che si possano contare, osservare nelle loro 
particolarità di sviluppo e trasportare quindi singolarmente in 
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altrettanti tubi con gelatina, per istiidiarne le proprietà biolt^che 
principali. Per raggiungere questo scopo, 

1* L'apertura praticata nella calotta interna di gomma, da 
cui deve entrare l'aria, non dev'essere troppo lai^a da far si che 
la maggior parte dei germi si accumulino al principio del tubo, 
stante la piccola velocità dell'aria che entra, e neppure ecces- 
sivamente stretta, in modo che la velocità dell'aria sia poi troppo 
intensa ed una parte dei germi si deposili anche sui contorni 
dell'apertura stessa. Per tubi lunghi 70 cm, la larghezza più 
conveniente dell'apertura d'ingresso dell'aria è di 1 cm.; in 
generale però dev'essere uguale a quella del tubo di uscita. 

2* La velocità dell'aria aspirata nel tubo dev'essere diversa 
a seconda del contenuto in germi dell'aria stessa. Nelle ricerche 
fatte all'aperto, perchè tutti i germi sieno depositati sulla gelatina, 
basta fer passare attraverso il tubo 1 litro d'aria ogni 2-3 mi- 
nuti, ed in quelle fatte in ispa2ì abitati, 1 litro <^i 3-4 minuti. 
Possono fare eccezione a questa regola soltanto i casi in cui l'aria 
sia eccessivamente carica di germi; ed allora è necessario fare 
alcune ricerche di prava, per delerminai-e le singole condizioni 
favorevoli alla riuscita dell'osservazione, 

3" La quantità d'aria totale, che dev'essere aspirata in 
ciascuna ricerca, varia secondo il numero dei germi che vi 
sono contenuti. Dalle ricerche di Hesse risulta che all'aperto 
anche tOO litri d'aria non sono troppi, mentre nei luoghi chiusi 
e con molta polvere anche un mezzo litro può essere di troppo, 
poiché può depositai'e un numero tale di germi, da essere poi 
impossibile contarli. Nelle condizioni ordinarie per le ricerche 
all'aria libera bastano 10-20 litri, e per quelle in luoghi chiusi 
1-5 litri. 

Applicando le norme ora esposte, si possono ottenere risul- 
tati abbastanza esatti e pieni d'interesse. 

In primo luogo si vede che i germi vengono tutti depositati 
sulla parte inferiore del tubo, per cui non sono cosi leggieri come 
una volta sì credeva, ed il numero delle colonie va a mano a 
mano diminuendo, a misura che sono situale piìi lontane dall'aper- 
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tura d'ingresso; cosicché la disposizione delle stesse assume la 
forma di un triangolo allungato, di cui la base corrisponde al- 
l'apertura del tubo e l'apice è rivolto verso l'aspiratore. 

Lo sviluppo delle singole colonie comincia ad essere visibile 
ad occhio nudo da 1-3 giorni dopo eseguita l'operazione, secondo 
il grado di temperatura dell'ambiente in cui i tubi si conservano. 
Nell'estate basta la temperatura della camera, nell'inverno si 
tengono nei termostati. La durata dell'osservazione dev'essere 
più lunga che si può , prolungata cioè fino a che si vede che 
alcune colonie, sviluppandosi rapidamente o fluidificando la gela- 
tina, si vanno a confondere colle altre vicine. In generale però 
dopo 8-12 giorni tutti i germi capaci di svilupparsi sono cresciuti 
in altrettante colonie. É importante il fatto, osservato costante- 
mente, che ogni colonia è una cultura isolata ; il che dimostra 
che nell'aria non vi sono ammassi di germi riuniti insieme e nep- 
pure esistono elementi portatori dei germi stessi. 

Per fare l'osservazione microscopica dello singole colonie si 
toglie la calotta di gomma, con un ago di platino sterilizzato 
se ne prende di ciascuna una piccola quantità e si distende su 
di un vetrino per colorirla. Si può anche egualmente farne in- 
nesti in tubi con gelatina , per istudiare le proprietà biologiche 
dei microrganismi. Le colonie crescono sulla gelatina conforma, 
colore e contorni diversi per ciascuna specie; per lo più appaiono 
sotto forma di macchie rotonde bianco-grigiastre o bianco-gial- 
lastre, oppure come piccole goccie, alcune delle quali sviluppandosi 
fluidificano la gelatina circostante ed altre no. Tutte queste par- 
ticolarità devono essere attentamente studiate e raccolte da chi 
fa simili osservazioni. 

Il D/^» Hesse ed il Koch hanno eseguito un gran numero di ricerche 
nelFaria di Berlino, tanto alKaperto come nei vari luoghi d'abitazione nelle 
condizioni più svariate, ottenendone risultati molto interessanti. 

Nell'aria libera di Berlino, a tempo secco, sono contenuti in media per 
ogni 2 litri d'aria un germe di funghi ed uno di batteri. Nell'aria di Londra 
invece havvi cinque volte tanto di germi che in quella di Berlino. 

Queste ricerche hanno pure dimostrato ch'esiste una differenza grandis- 
sima nel contenuto di germi dell'aria, a seconda che questa è tranquilla 
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oppure é in movimento, ed a seconda che è ricca o povera di polvere. Nelle 
camere ove si sceglievano stracci, le colonie nei tabi colla gelatina erano 
in quantità innumerevole. 11 numero e la qualità dei germi dell'aria sono 
anche in rapporto colla quantità assoluta d' umiditi che questa contiene : 
infatti, quando il tempo era umido , nell*arìa di Berlino si trovava un nu- 
mero di germi molto minore e prevalentemente composto da funghi. 

L'esame dell* aria contenuta nei luoghi di abitaadone, in confronto con 
quello dell'aria aperta nella stessa località , dimostra differenze assai note- 
voli tanto nel numero dei germi, che è nel primo caso assai maggiore, come 
nella qualità degli stessi, giacché Taumento è specialmente a carico dei cos\ 
detti € batteri >. Bisogna aggiungere però che tali differenze appaiono sola- 
mente allorquando le persone abitanti si muovono, o quando Taria è posta 
in movimento per un'altra causa qualunque; giacché se é tranquilla, Taria 
nelle abitazioni può perfino contenere un numero minore di germi dell'aria 
libera. Invece il contenuto di acido carbonico non ha nessun rapporto col 
numero di quelli; infatti può l'aria essere povera di CO' e ricchissima di 
microbi, o viceversa. Questo fatto dimostra come sieno insufficienti le ri- 
cerche dirette a determinare la salubrità dell'aria di certi lui^hi, basate 
soltanto sull'esame del contenuto di CO'. 

Lfe camere rinchiuse e disabitate sono quasi prive di germi, e la polvere 
che da molto tempo si é depositata sui mobili di camere antiche ne é po- 
vera altrettanto. 

Molto istruttive sono le ricerche fatte dal D.'^^ Hess e sull'aria di una 
scuola di ragazzi prima, durante e dopo la lezione. In due litri d'aria, esa- 
minata prima dell'entrata degli scolari, si contenevano soltanto 6 germi di 
microbi; nella stessa quantità d'aria, esaminata durante la lezione, se né 
trovarono 40; e finalmente durante l'uscita dei ragazzi il numero dei germi 
contenuto in due litri d'aria si elevò ad 80. 

Dai pochi esempi finora citati si vede quale e quanta difierenza esista a 
riguardo del contenuto in germi dell' aria anche nella stessa città , ma in 
luoghi diversi e in diverse condizioni, differenza poi che è altrettanto note- 
vole per le singole città. 

Dalle ricerche, fatte da Hesse sull'aria del terreno^ risulta che da un 
terreno umido e discretamente compatto non fuore&cono germi insieme col- 
laria; sicché si può dire che, se anche alcuno di questi può essere talora 
portato dal terreno nell'aria , ciò può accadere soltanto quando si tratta di 
una terra secca e non compatta, ed anche in tal caso i germi non possono 
provenire che da una piccola profondità. Invece l'aria fuoruscente da un cu- 
mulo di letame ne conteneva un numero discreto. 

È stata anche sperimentata la permeabilità pei germi dei varii materiali 
da costruzione, pietra arenaria, mattoni e calcistruzzo; ed é risultato che 
strati discretamente sottili dei materiali più porosi non lasciano mai passare 
i germi dei batteri, mentre passano talora quelli delle muffe. Questo fatto, 
unito air altro che nella gelatina contenuta nei tubi dell' apparecchio di 
Hesse i germi dei batteri si depositano più vicino degli altri all'apertura 
d'ingresso dell'aria, fa supporre che gli stessi esistono in questa non già iso- 
lati, ma aderenti al pulviscolo o riuniti in ammassi, e sono perciò più pesanti. 
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1 Btinosferica varia aocha note- 



FioaJmeiite il contenuto di gei 
volmente colle stagioni, o nell'in 
nella state e nell'autuimo; altrettanto accaile degli strati superiori dell'at- 
mosfera in confronto di quelli più bassi, i quali contengono un numero di 
germi sempre maggiore. In generale Unchè dura l'accreecimeuto delle piante 
sono più numerosi i funghi ed 1 saccaromiceti; al contrario i cosìdetti bat- 
teri 9Ì trovano specialmente nell'aria nell'inverno e nell'estate. Credo utile 
di riprodurre qui un piccolo specchio sinottico dei risultati principali otto- 
nuti dal D." Hesse con """ 
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Per quanto questo metodo di ricerca dei microrganismi dalr 
l'aria aia di gran lunga superiore a tutti quelli usati finora, non 
si può dire perciò che sia perfetto e che le cifre che se ne ot« 
t«ngono abbiano un valore assoluta. Esistono anche qui alcune 
cause d'errore, e di queste la principale si è che non tutte le 
specie di germi trovano nella gelatina il terreno adatto pel loro 
sviluppo; riesce anzi difflcile di potere scoprire in tal modo la 
presenza de' microrganismi patogani nell' aria , cosa che per l'i- 
giene sarebbe d'importanza capitale. Difatti questi ultimi hanno 



1 generale per svilupparsi di un grado di temperatura 
piuttosto elevato, e non hanno uno sviluppo così rapido come 
lo hanno, ad esempio, 1 germi delle iiiufTe e di altri microbi, 
le colonie dei quali, estendendosi rapidamente, impediscono lo 
sviluppo di quelle vicine. Cosi la ricerca dei bacilli tubercolari 
nell'aria con tal metodo sarebbe impossibile, poiché quando sono 
trascorse due settimane , quanto è il tempo necessario allo svi- 
luppo degli stessi, le colonie sviluppantesi dagli altri germi hauDo 
già coperto ogni cosa. Anche con questo metodo adunque si deter- 
mina soltanto la quantità relativa e non la quantità assoluta dei 
germi contenuti in un dato volume di aria. 

Ad ogni modo però coll'appareccbio di Hesse la tecnica di 
questi studi ha fatto un pregresso molto notevole, sia rendendo 
possibile l'enumeraxione abbastanza esatta dei germi e il paragone 
dell'aria di località diverse, come anche aprendo la strada ad 
ulteriori miglioramenti. Le ricerche dell'aria fatte in tal modo 
nei luoghi ove dominano epidemie, nei luoghi di malaria, sui 
laghi, nei deserti e cosi via, offrano un campo di studio tuttora 
inesplorato ed interessantissimo per la soluzione di molti quesiti, 
appartenenti all'igiene delle malattie da infezione. 



Ricerca dei microrganismi nell'acqua. 



Come per 1* aria anche per l' acqua la teoria dei contagi 
viventi ha portato una completa rivoluzione nei metodi di ri- 
cerca, relativi all' esame delle proprietà igieniche della stessa. 
Per stabilire se una determinata qualità di acqua è igienica o 
no, le analisi chimiche debbono sempre venire in seconda linea 
alle ricerche microscopiche ed alla determinazione della quantità 
e qualità dei germi che contiene. Difatti un'acqua può essere chi- 
micamente pura, come è l'acqua distillata dei nostri laboratori, 
e contenere tuttavia un certo numero di microbi; e viceversa 
un'altra acqua, chimicamente impura, può contenere pochi mi> 
crorganismi. 
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Per fare quest'esame bisogna anzitutto raccogliere l'acqua che 
si vuole esaminare, in modo da escludere qualsiasi possibilità di 
un' aggiunta accidentale di germi estranei a quelli che già con- 
tiene. A tale uopo si sterilizzano nella maniera ordinaria alcuni 
recipienti di vetro, provvisti del turacciolo di ovatta, ed in 
questi si raccoglie l'acqua direttamente, avendo l'avvertenza, se 
viene da una conduttura metallica, di lasciarla scorrere per 
qualche minuto prima di raccoglierla. Se si deve trasportare da 
un luogo ad un altro, si usano piccole bottiglie di vetro con 
tappo smerigliato , sterilizzate , coperte con un cappuccio di 
gomma elastica, parimenti sterilizzato, e racchiuse in una cassetta 
di legno. Quando poi deve passare un certo tempo fra il momento 
in cui l'acqua si è raccolta e quello della ricerca, è necessario 
mantenerla a bassa temperatura, perchè un grado di calore un 
po' elevato fa aumentare il numero dei germi ed altera cosi i 
risultati delle ricerche da farsi sulla quantità degli stessi. 

Il primo esame che si deve fare in ogni caso è quello mi- 
croscopico, e si eseguisce semplicemente ponendo una piccola* 
goccia di acqua in un portoggetti lavato coir alcool , ricopren- 
dola con un coprpggetti e facendone cosi l'osservazione im- 
mediata. Fatto questo, si lascia disseccare lo strato di liquido 
sui due vetrini , si colora coi soliti mezzi e si osserva di nuovo. 

Volendo però determinare il numero dei germi capaci di 
svilupparsi e volendo cercare se fra quelli avvene alcuno dotato 
di proprietà patc^eniche, è necessario fare le culture. 

Per l'acqua non si può, come per l'aria, lasciar depositare i 
microbi sulla superficie della gelatina ; bisogna invece mescolarla 
con questa in tali proporzioni, che i singoli germi si sviluppino 
isolati gli uni dagli altri e si possano cosi osservare diretta- 
mente al microscopio, contarli ed ottenerli quindi separati in 
altrettante culture, per poterne osservare le proprietà biologiche 
principali. 

Con una pipetta previamente sterilizzata, latrata ripetuta- 
mente nell'acqua da esaminare, si prende di questa una piccola 
quantità determinata, variabile a seconda del contenuto maggiore 
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o minore di germi, e sì mescola accuratamente con 10 ccm. di ge- 
latina liquefatta; si distende la gelatina sopra una lastra di vetro 
sterilizzata, e si pone in una campana umida ad una tempe- 
ratura di 16-20* C. Siccome quest'operazione si compie in con- 
tatto dell* aria, dalla quale possono cadere germi sulla gela- 
tina, cosi si usa tenere due o tre lastre di vetro di controllo, sulle 
quali si distende la stessa quantità di gelatina , mescolata con 
una piccola quantità di acqua distillata e sterilizzata. Se il nu- 
mero delle colonie sviluppatesi non è grande, si possono contare 
senz'altro con un microscopio semplice ad un ingrandimento 
di 30-40 diam.; ma se sono numerose, si pone la lastra colla ge- 
latina sopra una rete divisa in centimetì*i quadrati, si conta 
la quantità di colonie contenuta in un certo numero di divisioni, 
se ne deduce la media e questa si moltiplica per l'estensione 
totale della superficie della gelatina. 

Le cifre che se ne ottengono non sono assolutamente esatte, 
giacché non tutti i germi si sviluppano nelle condizioni anzi- 
dette di nutrizione e di temperatura, ed inoltre qualche colonia 
può benissimo svilupparsi anziché da uno, da due o più germi 
riuniti insieme. Le cifre ottenute con questo metodo sono sempre 
adunque un po' inferiori alla verità ; sono sufficienti però per 
poter fare confronti, ed a tale oggetto si deve anzi in ogni caso 
tare il calcolo per la stessa quantità d'acqua, ad es., per un 
centimetro cubico. Se poi l'acqua é molto ricca di germi, se ne 
dUuisce 1 ccm. con 10, 20, 30, 100 ed anche 1000 ccm. d'acqua 
sterilizzata, in modo da ottenere sulla gelatina lo sviluppo iso- 
lato dei singoli microrganismi. 

Questo metodo serve benissimo per controllare il valore igienico dei filtri. 
A questo proposito sono state eseguite dal professore Rozsahegyi, nel 
laboratorio del Koch, un gran numero di ricerche su tutte le specie di 
filtri che si usano comunemente, e ne è risultato che la maggior parte di 
quelli non trattiene quasi nessun germe e gli altri ne trattengono così pochi, 
che non si può dire assolutamente che servono a purificare T acqua che vi 
passa attraverso, lo stesso ho avuto occasione di provare il filtro del Cham- 
ber land di Parigi, ed ho trovato che i due terzi almeno della quantità 
totale dei microbi contenuti nell'acqua j>:ìssa lil>eranìonte attraverso al filtro. 
11 Koch fa giustamente ossenare che talora i nitri possono ser%ire a con- 
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taminare Tacqua, anziché a purificarla; difatti il filtro trattiene le impurità 
più grossolane e queste, accumulandosi a poco a poco sul filtro stesso , si 
d3Compongoao ed aggiungono allora microrganismi ali* acqua che vi passa. 

Allorché le colonie sono state enumerate , si possono colti- 
vare separatamente, come già si è detto, per provarne le pro- 
prietà fisiologiche, quando si creda necessario. — Quello che ostato 
ora esposto, per la ricerca dei microrganismi nell'acqua, vale ugual- 
mente per qualsiasi altra specie di liquido che si vuole esaminare. 
Se si tratta, ad es., di fare ricerche nel latte o nelle materie fe- 
cali, non si ha che mescolare questi liquidi colla gelatina in pro- 
porzioni tali che, distendendola sulle lastre di vetro sterilizzate, 
1 sìngoli germi si sviluppino separatamente gli uni dagli altri. 

Ricerca dei microbi nel terreno. 

È questa una delle ricerche che ha un valore maggiore per 
lo studio del ciclo vitale dei microparassiti al difuori dell'orga- 
nismo che li alberga. Di molte ma lattie sono ormai conosciuti in- 
dubbiamente gli elementi patogenici, ma quale sia il destino ulte- 
riore di questi fuori dell'organismo, se gli stessi, cioè, trovino nel 
terreno, dove vanno a finire le sostanze di rigetto del corpo 
animale, condizioni favorevoli alla loro riproduzione e conserva- 
zione, questo è un fatto che si suppone ragionevolmente, ma che 
non si è potuto ancora dimostrare in maniera positiva. 

Già Schlosing e Miinz (1) , ed anche altri dopo di loro, 
avevano dimostrato che la decomposizione di certe sostanze orga- 
niche nel terreno avviene per opera di microbi speciali; ma 
spetta al Koch (2) il merito di avere trovato per primo nel 
terreno germi di microrganismi patogeni e precisamente quelli 

» 

del cosidetto edema maligno. In seguito Jl Nicolai er (3) ha colti- 



(1) Schlosing e Mììnz , Gomptes-rendus. Voi. 78, p. 203 e 353 ; voi. 84, 
p. 301, e voi. 89, p. 891. 

(2) KocH, Mitth. a. d. kais. Ges., Bd. I, 5, 56, 1881. 

(3) NicoLAiER, Ueber infectiòsen Tetanus. Deutsche med. Wochenschr. 
1884, No. 52. 
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vato dal terreno una specie di bacilli, i quali inoculati nei co- 
nigli, nelle cavie e nei topi bianchi producono una forma teta- 
nica trasmissibile direttamente ad altri animali. 

Avvi in Germania una scuola, capitanata dal Pettenkofer, 
la quale ha voluto generalizzare Tinfluenza del terreno per 1q svi- 
luppo di tutte le malattie infettive, che si svolgono in maniera epi- 
demica: non esistono però finora prove dirette di fatto in appoggio 
di questa dottrina. 

Questa ricerca non differisce essenzialmente da quella del- 
l'acqua. Si può fare in due modi : o si mescola una piccola quan- 
tità di terreno, finamente polyerizzato in un mortaio pulito 
colle solite cautele, con una certa quantità di gelatina, che si 
distende sulle lastre di vetro; oppure si distende prima la ge- 
latina, e quando questa sia raffreddata fino a consistenza pa- 
stosa, vi si sparge sopra la polvere del terreno colla punta 
di una spatola sterilizzata, come si fa del sale sulle vivande. 
Siccome tutte queste operazioni si fanno naturalmeìite in con- 
tatto dell'aria e da questa può cadere qualche germe sulle 
culture, si usa preparare contemporaneamente altre lastre di 
vetro con gelatìna, a cui si mescolano particelle dello stesso ter- 
reno, rese sterili a 150-160° G. Il numero e la qualità di germi, che 
si sviluppano su queste culture di controllo, indicano la misura 
dell'errore dovuto alle impurità accidentali cadute dall'aria ; per 
quanto però sia già un criterio sufficiente, par riconoscere le co- 
lonie sviluppantesi dai germi del terreno da quelle provenienti 
dall'aria, il fatto che le prime hanno sempre il loro punto di 
partenza da un granello di terra. 

Un'altra avvertenza da aversi è quella di coprire una o 
due lastre di vetro, preparate colla polvere del terreno, con una 
lamina di mica sterilizzata ; e questo nello intento di favorire lo 
sviluppo di certe varietà di microrganismi, che sono < anaerobi » 
e che sono stati già rinvenuti nel terreno (bacilli dell'edema ma- 
ligno e quelli della fermentazione butirrica). Dalle colonie che si 
sviluppano cosi attorno a ciascuna particella di terra si possono 
poi ottenere culture separate e studiarle, come si è detto pei germi 
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ddl'acqua. Qui è da fare attenzione specialmente alle forme che 
sporificano, giacché con ogni probabilità le specie patogeniche si 
conservano nel terreno sotto forma di spore. Si deve anche ten- 
tare l'innesto diretto del terreno negli animali, giacché è un mezzo 
eccellente per ottenere talora in cultura isolata certi microrga- 
nismi, i quali possono anche non svilupparsi sulla gelatina in 
condizioni ordinarie. È questo anzi il mezzo con cui è stato colti- 
vato dalla terra dei giardini il bacillo dell'edema maligno. 

Le poche ricerche istituite finora dal Ko eh sai microbi del terreno hanno 
dato diggià risaltati degni di menzione. In generale gli strati di terreno super- 
ficiali, presi di fresco, sono assai ricchi di germi, specialmente di bacilli e 
contengono invece pochi micrococci. Se si lasciano disseccare per alcune 
settimane gli stessi saggi di terreno, facendone quindi le culture, non si 
sviluppa più alcun micrococco, ma si sviluppano invece tutti bacilli ed in 
quantità quasi eguale che nello stato fresco. Questo fatto è assai dimostra- 
tivo, poiché essendo noto che i microrganismi nello stadio ordinario di ve- 
getazione, se si disseccano, non si mantengono in vita lungo tempo, ciò 
indica che i micrococci muoiono per opera del disseccamento e che i ba- 
cilli si trovano nel terreno sotto forma di spore. Una siffatta deduzione è 
pure confermata dal fatto che i germi bacillari del terreno resistono a 
gradi di temperatura molto elevati, ai quali possono resistere solamente le 
spore. 

Un altro fatto notevole, pure osservato dal Koch, è che la quantità 
dei germi nel terreno diminuisce rapidamente coir aumentare della profon- 
dità, tanto che un metro al disotto del livello del terreno non si trova più 
alcuna specie di bacilli e soltanto qualche piccolo micrococco isolato. Questo 
fatto contraddice apertamente alFopinione di Nàgeli, il quale crede che gli 
strati profondi del terreno, a livello dell'acqua del sottosuolo, sieno un vi- 
vaio abbondante di microrganismi. Il Koch ha fatto anche ricerche sul ter- 
reno profondo in vicinanza di un corso d'acqua di Berlino, assai impuro e 
ricco di microbi, ed ha trovato ugualmente che i saggi tolti da due piedi 
di profondità non contenevano eh* pochissimi germi , ed a tre piedi il ter- 
reno ne era privo quasi completamente. 

Si vede adunque che, estendendo queste ricerche, fatte con metodi sicuri 
e positivi, dovranno essere radicalmente modificate, come si è già fatto per 
Tana e per Tacqua, le idee che hanno dominato finora sulFimportanza igie- 
nica deirimpurità del terreno prodotta dalla presenza di microbi. 



Intanto, se si vuole da quanto è stato esposto sulla ricerca dei 

germi nell'aria, nell'acqua e nel terreno dedurre l'importanza 

pratica dei risultati di tali studi, dobbiamo dire anzitutto che si 
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deve evitare in ciò qualsiasi esagerazione, e non dichiarare su- 
bito nociva alla salute un' aria, un' acqua od un terreno in cui 
si sono trovati germi di microrganismi. Finora fra le moltissime 
specie di microbi trovati in questi mezzi, due o tre solamente, 
appartenenti al terreno, hanno dimostrato proprietà patogeniche ; 
cosicché si può ammettere con ragione che, in tutto quel numero 
di microrganismi, pochissimi soltanto se ne trovino nocivi alla sa- 
lute. D'altra parte però, se, facendo l'analisi di un'acqua, vi si trova 
in copia ammoniaca, cloruri, nitrati ecc., e si giudica quindi insa- 
lubre, questo giudizio acquisterà un valore tanto maggiore, quando 
si trovino contemporaneamente in quell'acqua copiosi i microbi, 
per quanto nessuno di questi possegga proprietà patogeniche. Dob- 
biamo dire in fine che in questa parte di studi vi è ancora 
molto, direi anzi tutto da fare, e non è affatto impossibile che 
cercando attivamente si riesca a scoprire quello che finora non 
si è potuto dimostrare, vale a dire la presenza nell'aria, nel- 
l'acqua e nel terreno dei microparassiti specifici delle singole 
malattie da infezione. 



CAPITOLO VI. 



Sostanze di nutrizione e metodi di coltura. 



Dopo che negli organi e nei tessuti degli animali ammalati 
è stata osservata una data specie di microrganismi, per dimostrare 
la natura parassitaria od infettiva della malattia, è necessario 
che i microbi caratteristici sieno capaci di riprodurre, inoculati 
negli animali sani, la stessa forma morbosa primitiva; e perchè 
questa dimostrazione abbia un valore sperimentale indiscutibile, 
il liquido che serve per lo innesto non deve contenere che una 
sola specie di microbi, quella, cioè, di cui si vuol provare l'azione 
patogenica, senza contenere neppure sostanze organiche pro- 
venienti dai tessuti ammalati e capaci di produrre fenomeni di 
intossicazione. 

Per separare i microparassiti dai prodotti patologici si era 
prima ricorso alla fUtrazionCy ma questo mezzo di isolamento è 
inesatto, poiché insieme cogli elementi parassitari rimangono nel 
filtro anche gli elementi organizzati (corpuscoli del sangue e del 
pus, pezzi di tessuti ecc.)» ed anche perchè i germi più fini pas- 
sano attraverso qualsiasi filtro. 

Soltanto le coltivazioni artificiali permettono di isolare com- 
pletamente una data specie di microrganismi, giacché focendoli 
riprodurre da una prima cultura, per parecchie generazioni e col 
mezzo di innesti successivi, in sostanze di nutrizione sempre nuove, 
si deve ottenere finalmente una ciUiura nettOy nella quale non 
si trova più nessuna particella di quei tessuti o materiali, da cui fu 
tolta primitivamente la sostanza per Tinnesto. 



ottenere isolata però una data forma di microrganismi 
dalle altre, colle quali quasi sempre si trovano commisti, è forse 
la parte più difficile di queste ricerche; e che sia cosi ce lo 
addimostrano gli sforzi fatti per raggiungere guesto intento da tulli 
coloro i quali si sono occupati dell'argomento, venendo proposti 
per ciò metodi diversi, i quali oggidì sono stati sostituiti con van- 
tarlo da quello più recente del Koch. 

I metodi usati per lo addietro sono stati ormai riconosciuti, 
guai più qual meno, tutti insufficienti ;percuiconservano ancora un 
valore storico mi)ltu notevole, ma non hanno più che un'impor- 
tanza praticaassai limitata. Non credo adunque opportuno di esporli 
in dettaglio, e stimo invece sutflciente per lo studioso di farne un 
accenno, esponendo il concetto e la base di ciascuno di quelli, an- 
che nello scopo di dimostrare come questo ultimo del Koch abbia 
riunito in sé. con una sintesi felicissima, tutti i vantaggi che veni- 
vano offerti singolarmente da ciascuno dei melodi precedenti. 

Ottenere una data forma di microbi in cultura netta vuol 
dire premiere un rec^iente di vetro sterilizzato, chiuderlo con 
ovatta, egualmente disinfettata, in modo che non permetta tlpa^- 
BOffffio dei germi, mettervi dentro una sostanza nutritiva ste- 
rilizzata ed in questa innestare un materiale, contenente quella 
sola specie di microrganismi che si vuol coltivare. Per ottenere 
adunque una cultura isolata sono necessarie le condizioni seguenti: 
1° Il recipiente destinato a contenere le culture dev' essere 
sicuramente disinfettato. 

2° Il substrato materiale deve avere una certa composizione 
chimica, appropriata allo sviluppo dei microbi che si vogliono 
coltivare, e non deve contenere neppure un germe estraneo. 

3° L'ovatta dev' essere disinfettata e deve impedire l'ingresso 
di germi dal di fuori (cosa che non sempre si verifica special- 
mente pei germi delle muffe). 

4° Il materiale da coltivare dev'essere puro, ossia non deve 
contenere che una sola specie di microbi. È questa la parte più 
difficile del quesito, per la quale appunto si è proposto un gran 
numero di processi. 
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5* Finalmente, si nella prima cultura come nelle altre succes- 
sive, dev'essere impedito durante le manipolazioni l' accesso alle 
impurità provenienti dall'aria atmosferica. 

Se una qualsiasi di coteste condizioni non si verifica, non 
si possono ottenere le culture isolate. Vediamo ora in quale mi- 
sura soddisfacevano alle stesse i metodi usati dai ricercatori 
prima del Koch. 



Metodi dì coltivazione coi liquidi. 



A) — Metodo di Pasteur. — Il metodo di Pasteur, che 
usa i mezzi di nutrizione liquidi e trasparenti^ è il più antico 
ed ha servito di base ai primi studi fatti sui processi di fermen- 
tazione. Il principio di questo metodo è abbastanza semplice, e 
consiste nel prendere una piccolissima quantità del materiale 
contenente i microbi da coltivare ed innestarlo in un liquido, 
la cui composizione si avvicini, per quanto ò possibile, a quella 
del liquido nel quale primitivamente sono cresciuti i microbi. 
Quando questi si sviluppano, il liquido si intorbida; ed allora 
se ne prende di nuovo una piccola quantità e si innesta in un 
secondo saggio di liquido ; e cosi di seguito, finché si ottiene una 
cultura, cosidetta pura, di una specie di microrganismi. 

Questi liquidisi tengono dal Pasteur in matracci di vetro 
speciali^ a tubulatura doppia, una delle quali, chiusa con tappo di 
gomma, serve per introdurre il materiale di cultura e Taltra, 
lunga e ripiegata, serve a dar passaggio all'aria che si spoglia 
dei suoi germi lungo il decorso del tubo stesso. 

Naturalmente, quando si pongono in un liquido nutritivo 
parecchie specie di microbi, si sviluppano a preferenza una o due 
forme soltanto, quelle cioè che si trovano in condizioni più fa- 
vorevoli per la loro riproduzione. Si può allora, osservandone il 
prodotto al microscopio, credere di aver a che fare in realtà con 
una cultura netta, mentre invece a lato di quella specie che ha 



— 198 — 

preso il sopravvento esistono pure i germi delle altre, che non si 
sono potuti sviluppare, ma che rimangono in vita e possono be- 
nissimo crescere, quando sieno posti in altre condizioni più favo- 
revoli. Oltre a ciò è quasi impossibile con un tal metodo di potere 
ottenere isolata una certa specie di microrganismi piuttosto che 
un'altra, specialmente se si tratta di forme parassitarie, le quali 
sono facilmente soperchiate, in quella specie di lotta per l'esi- 
stenza, dalle forme semplicemente saprofitiche. Questo è il motivo 
per cui nelle antiche ricerche sui microbi entrava per tanta 
parte il bacierium termo ed il baciUus svibtUis, 1 germi dei quali, 
sparsi dappertutto, si sviluppano con estrema rapidità. Queste 
cause d'errore sono cosi grandi ed evidenti, che non mi sembra 
necessario spendere ancora altre parole per dimostrare la insuf- 
ficienza del metodo stesso. 

I liquidi di cultura proposti sono moltissimi. Secondo il Pa- 
steur, per stabilire la composizione dei liquidi di nutrizione, si 
deve prendere sempre per punto di partenza quella del li- 
quido ove si sono originariamente sviluppati i microbi; per cui, 
se questi si sono trovati nei substrati solidi, si useranno ì decotti 
o gli infusi della stessa sostanza (fieno, fi:utta secche, grano, ecc.). 
Secondo il Brefeld poi, i liquidi che devono servire per la col- 
tivazione dei funghi debbono avere una reazione debolmente 
acida, e quelli per la cultura dei cosidetti « batteri » devono 
essere neutralizzati o resi alcalini debolmente col carbonato di 
soda, e quindi cotti e filtrati. 

I liquidi usati di preferenza dal Pasteur sono però l'urina 
ed il brodo di pollo, neutralizzati e sterilizzati. La sterilizzazione 
nel metodo anzidetto si compie col calore a 110® C, oppure, sic- 
come il calore elevato affievolisce le proprietà nutritive dei li- 
quidi organici, per mezzo della fUtraziotie a freddo con un ap- 
parecchio di filtrazione speciale, proposto dal Pasteur e dal 
Miquel (1). Airinsufflcienza di un tal processo di sterilizza- 



(r MioiEU HiiUetin de b S^vièto ciàmiq jo de Paris, t. .5, p. 552. 
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zione si è già accennato a proposito della ricerca dei micror- 
ganismi nell' acqua e delle esperienze, fatte nel laboratorio del 
Koch coi vari filtri comunemente adoperati. 

BJ II metodo cosidetto delle culture frazionate, proposto 
dal Klebs (1), consiste nel prendere da un liquido, che contenga 
parecchie forme di microbi, una piccolissima quantità di materiale 
e portarlo in un'altra soluzione nutritiva sterilizzata (a), nello 
innestare da questa una seconda soluzione {p) e quindi una terza 
(e), una quarta {d) e cosi di seguito, finché si riesce ad ottenere 
o luna l'altra delle primitive forme di microrganismi allo stato 
di purezza, sia nella cultura a, che in quella h, e, d ecc. Questo 
metodo non è che una complicazione, nient'affatto utile, di quello 
di Pasteur, giacché ne ha del pari tutti gli svantaggi oltre Fin- 
conveniente che bisogna affidarsi completamente al caso, il quale 
può dare isolata una piuttosto che un'altra specie di microbi, e 
precisamente quella specie che ha sviluppo più rapido delle altre, 
invece di quella che si desidera. 

C) Il metodo delle diluzioni di Nàgeli (2) e di Bu- 
chner presuppone già che quella certa forma di microrganismi, 
che si cerca di isolare, esista nel lìcjuido primitivo in quantità 
prevalente, e consiste nel diluire progressivamente questo liquido 
con acqua sterilizzata, fino a che ogni goccia contenga un solo 
individuo di quella specie. Si pone allora una goccia dell'ultima 
diluzione in un gran numero di recipienti, contenenti le sostanze 
liquide di nutrizione, e si ottiene cosi in qualcuno di questi 
isolata la forma che si desidera. Per dare un esempio concreto, 
prodotto dal Nàgeli stesso, si voglia da un' orina putrefatta, che 
contiene cocci e bacilli, ottenere isolati i primi soltanto. Si deter- 
mina, coi metodi ordinari che servono pel conteggio dei corpu- 
scoli sanguigni, il numero di microrganismi contenuto in una 
goccia di liquido, la quale rappresenta all' incirca il volume di 



(1) Klebs, Archiv fur experimentelle Pathologie, Bd. 1, 1873, p. 31. 

(2) Naegeli, Vntersuchungen ùber niedere Pilze^ 1882. 
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0,03 ccm.: ve ne sieno ades. 500,000; si diluisce questa goccia 
una prima volta con 30 ccm. di acqua distillata, si scuote fino 
ad ottenere una miscela omogenea e da questo liquido, già diluito 
1000 volte, si prende una goccia, e si dQuisce nuovamente in 
30 ccm. di acqua sterilizzata. Si ottiene cosi una diluzione ad 
un millionesimo, la quale contiene in ogni due goccia (di 0,03 ccm. 
ciascuna) un individuo microbico. — Di 10 recipienti contenenti 
liquidi di nutrizione sterilizzati, in ciascuno dei quali si innesta 
una goccia deirultima diluzione, secondo il Nagel i, 4 rimangono 
sterili, in uno si sviluppano i bacilli ed in 5 i cocci che si desi- 
derano. 

Questo metodo, cosi lungo e noioso, non può riuscire esatto 
nelle sue applicazioni, sia perchè è quasi impossibile contare 
esattamente corpicciuoli cosi minuti come i microbi, sia anche 
perchè la miscela dei liquidi non riesce mai completamente uni- 
forme, e durante le numerose manipolazioni che sono necessarie 
è assai fàcile la penetrazione di qualche impurità. Ha del resto 
in comune con tutti gli altri metodi suaccennati gli inconvenienti 
che ofiErono i mezzi liquidi di nutrizione. 

Il Salomonsen (1) ha inoltre usato i tubi capillari per ot- 
tenere coltivati isolatamente i microrganismi della putrefkzione 
del sangue; ma anche con questo metodo, se possono ottenersi iso- 
late le colonie nei liquidi i quali, come il sangue, coagulano spon- 
taneamente, non si ottiene più Tisolamento quando si usano v^e 
soluzioni. 

Questi diversi metodi hanno dato senza dobbio in mano di abili speri- 
mentatori risultati generali attendibili, ma offrono molti inconvenienti; e il 
principale si è che le soluzioni nutritive non permettono di riconoscere la 
contaminazione con germi stranieri, avvenuta nel corso ddle esperienze. 
Sonvi alcuni segni che indicano anche all'occhio nudo che è avvenuta una 
qualche alterazione, ma Tassenza dei segni stessi non prova per nulla il 
contrario, che cioò la cultura sia rimasta netta. E neanche T esame micro- 
scopico è sufficiente a stabilire questo fatto , perchè la goccia che si esamina 
può non contenere gli organismi sospetti e questi possono avere una forma 



(1) Salomonsen, Zur Isolation dìfffrentfr Bactet'ienfbrmen^ Botanische 
Zeitung, 18761, No. 39 e 1880, No. 28. 
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simile a quelli di cui si vuole studiare Fazione patogenica. Aggiungi a ciò 
che Tosservazìone microscopica ripetuta obbliga a manovre, che rendono 
quasi impossibile il mantenere nette le culture. 

Se invece si riduce considerevolmente la massa del liquido nutritivo, in 
modo da poterlo osservare al microscopio in tutta la sua estensione , allora 
soltanto è possibile di constatare la presenza di germi estranei. Questo 
metodo consiste essenzialmente nel coltivare i microbi in camere umide e 
chiuse^ che si pongono sul tavolo del microscopio, ed ha dato buoni risul- 
tati, specialmente per la coltivazione del Bacillus anthracìs fatta dal Koch. 

Anche questo però ha un'applicazione limitata ed è impraticabile per le 
specie più minute, le quali non si possono riconoscere che mercè ima pre- 
cedente preparazione per mezzo dei reattivi coloranti; molte volte poi non 
hesce in causa delle condizioni sfavorevoli di sviluppo, in cui sono posti in 
tal modo ì microrganismi (aerobi). 

Le coltivazioni nei liquidi adunque non sono già da abbandonarsi total- 
mente, e sono anzi necessarie per istudiare alcune proprietà biologiche im- 
portanti dei microrganismi; debbono però venire usate, almeno nello studio 
delle forme patogene, sempre in seconda linea, allorquando, cioè, si sia ot- 
tenuta isolata coi metodi perfezionati del Koch quella specie che si vuole 
studiare. 

Un notevole progresso nella pratica della coltivazione dei microrganismi 
fd fatto per opera del Klebs e del Brefeld (1), i quali studiarono le 
varie fasi dello sviluppo di questi esseri direttamente al microscopio, e per 
impedire Te vaporazione del liquido e il movimento dei microbi, usarono per 
primi le sostanze solide e la gelatina. Il Brefeld cercò dapprima di ot- 
tenere col metodo delle diluzioni un materiale di cultura puro ed isolato, 
per potere da un unico germe seguire tutto il ciclo dello sviluppo di ogni 
singola specie di microrganismi. Questo metodo bensì , il quale teorica- 
mente costituirebbe Tideale dello studio della biologia dei microparassiti, non 
è applicabile in pratica che per pochissime specie, giacché sono necessarie 
per lo più condizioni assai diverse di temperatura e di nutrizione, perchè si 
svolgano le singole fasi della vita di questi esseri (vegetazione, sporificazione, 
germinazione). 

Un primo passo in avanti si era già fatto anche dallo Schròter(2), il 
quale avea usato per primo un substrato materiale solido, le patate, per ot- 
tenere la cultura netta dei microbi cromogeni; ma spetta al Koch il me- 
rito di avere riunito in un metodo unico i singoli vantaggi che offiivano 
quelli precedenti, ciascuno di per sé, colmandone le lacune e gettando le 
basi così del metodo più generale e più semplice nella sua applicazione. 



(1) Brefeld, Methoden zur Untersuchuna der Filze. Verhandl. der phy- 
sik. med. Gesellschaft in Wùrzburg, Bd. Vili, 1874-75, s. 43. — Lo stesso , 
Kulturmethoden zur Untersuchung der Pilze^ Botanische Untersuchungen 
ùber Schimmelpilze. Bd. IV, 1881, s. 1. 

(2) ScHRÓTER, Ueber einige durch Bahterien gebildete Pigmente, Cohn's 
Beitrage, Bd. I, Heft 2, s. 109. 
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Metodo di cultura colle sostanze solide 

metodo del Eoch. 

n principio fondamentale di questo metodo, che ha una data 
tutt'affatto recente (1880), si riduce ad ottenere che ciascuna 
colonia si sviluppi sicuramente da un germe isolato. Per di- 
mostrarne il valore serve un'esperienza semplicissima e hen 
conosciuta in micologia, alla quale si è già accennato parlando 
dell'esame micologico dell'aria; questa consiste nello esporre 
all'aria alcuni pezzi di patate, precedentemente bollite, e nell'os- 
servare le diverse vegetazioni di muflFe di cui si coprono da li 
a qualche giorno. Allorché le patate sono state sterilizzate, cotte, 
spaccate per metà ed esposte all'aria, e si pongono quindi entro 
una campana di vetro in un'atmosfera umida che ne impedisca 
il disseccamento, vi si vedono apparire dopo due o tre giorni 
piccole macchie puntiformi, gocciolette diverse Tuna dall'altra, 
sia pel colorito, come per la forma e per la rapidità del loro 
sviluppo: qua e là poi, fra questi gruppi polimorfi e policromi, 
si veggono le vegetazioni a micelio delle muflTe. Esaminandoli 
colla lente ad un ingrandimento di 30-40 diametri, si vede che 
ciascuno si distingue per contomi e disposizione caratteristici, 
ed a più forte ingrandimento, preparato sui coproggetti, si trova 
composto da una sola specie di microrganismi. Sono adunque al- 
trettante colonie, ognuna delle quali costituisce una cultura netta 
di una data specie e resta cosi perfettamente isolata dalle altre, 
finché continuando a crescere si confonde con quelle vicine. 

Il modo con cui questi germi si sviluppano sulla superficie 
delle patate dimezzate suggerì al Koch Tidea di ottenere stabil- 
mente culture separate di ciascuna specie, innestandola in una 
nuova fetta di patata; e difatti questa semplice idea costituisce il 
fondamento del metodo da lui seguito, per ottenere coltivati iso- 
latamente i microparassiti contenuti nell'organismo ammalato. 
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Scoperto il principio, rimaneva ancora a superare la diffìcDltà 
di comporre mezzi di nutrizione solidi, che servissero per la col- 
tivazione di tutti i microrganismi patogeni ; e siccome non si co- 
nosce un mezzo di nutrizione universale, che serva cioè allo 
sviluppo di tutte le specie di microbi, il Koch ha provveduto a 
ciò in maniera semplicissima, aggiungendo alle soluzioni nutritive 
ordinarie un certo quantitativo procentuale di gelatina^ che le 
rende solide alla temperatura ordinaria. È questa la caratte- 
ristica che distingue il metodo del Koch da tutti gli altri 
precedenti, compreso quello di Klebs e di Brefeld colla sem- 
plice gelatina. 

Bastano poche parole a far risaltare evidente la differenza che esiste fra 
i mezzi liquidi e le sostanze solide e trasparenti^ ed i vantaggi grandissimi 
che queste offirono sui primi. Anzitutto nei liquidi i singoli microbi, sia pas- 
sivamente sia pei movimenti propri di alcuni, si mescolano e si confondono 
gli uni cogli altri , tanto che riesce poi quasi impossibile la div isione delle 
singole forme: nei substrati solidi invece ciascun germe, sia mobile oppure 
no, rimane fissato al posto in cui si trova, completamente isolato da quelli 
vicini, e sviluppandosi diventa il punto centrale di una colonia novella, 
composta da esseri tutti eguali fra di loro per proprietà biologiche, fintan- 
toché almeno non va a confondersi colle altre vicine, oppure finché un 
germe cade dalFaria direttamente sulla stessa. 

In secondo luogo, essendo il substrato nutritivo solido e trasparente, gli si 
può dare tal forma, che permetta Tosservazione diretta al microscopio con 
ingrandimenti di 80-120 diametri ; e questo è un grande vantaggio, perché 
molte specie hanno un modo caratteristico di svilupparsi in questi mezzi e si 
può così, quando si vuole, controllare direttamente la purezza delle culture. 

Finalmente sono rese superflue in tal guisa le cautele grandissime, che 
prima si doveano avere per impedire che i germi dell' aria inquinassero le 
culture; poiché, quand'anche ciò avvenga, i germi si sviluppano sul luogo 
ove cadono e, salvo il caso raro in cui vadano a cadere precisamente su 
qualche colonia, non alterano l'andamento delle coltivazioni. Se poi germi stra- 
nieri si mescolano alle colonie che si stanno coltivando, lo si può facilmente 
riconoscere tanto all'aspetto macroscopico, come coU'osservazione microsco- 
pica fatta con debole ingrandimento; e se invece cadono e si sviluppano 
vicino a quelle, si è sempre in tempo ad innestarne una piccola quantità in 
un nuovo substrato , prima che le colonie dei germi accidentali sieno an- 
date a confondersi con quelle che si ha interesse di mantenere pure. 

Il problema adunque delle culture isolate, cosi difficile a ri- 
solversi per lo addietro, è ora addivenuto dalla più grande sem- 
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plicità; tutto si riduce a diluire nelle co-ridette * Gelatine nu- 
tritive» (Niihrgelalìne), liqttefatte col calore, il inaleriaie che 
contiene i microbi in proporzioni lati cìie, qimndo la gelar 
tina si solidifica alla temperatura ordinaria, ciascun germe 
si trovi sepaì'ato dagli altri e possa, sviluppandosi, formare una 
colonia a sé sul luogo su cui è stato fissato. 

Le sostanze proposte dal Koch sono varie; alcune sono com- 
poste semplicemente dall'aggiunta di gelatina alle soluzioni ed 
ai decotti usali per lo addietro, oppure airestratto od inruso di 
carne, per renderli solidi alla temperatura dell'ambiente ; altre 
invece, come il siero del sangue, sono rese solide per mezzo del 
calore. Di ciascuna esporremo ora in dettaglio la composizione e il 
modo di prepararla e di usarla per ottenervi le culture isolate. 
Incominciamo dal substrato solido, ma non trasparente, che ha 
servito di base al perfezionamento del metodo, dalla patata. 



Si preparano anzitutto lavandole accuratamente e tc^Iieiu 
la terra, che sta Tra le anfrattuosita della superficie, con una 
spazzola rude ; si lasciano immerse per un'ora circa in una so- 
luzione di sublimato a '/» "U- s' lavano di nuovo con acqua e 
si pongono nel recipiente di latta entro l'apparecchio di steriliz- 
zazione a vapore, descritto a pag. 70, per farle cuocere nella 
corrente di vapor d' acqua a 100° C. per una mezz'ora. Questo 
tempo è succiente perchè le patate si cuocano senza screpolarsi. 
Quando si vogliono adoperare, si preparano prima le grosse cam- 
pane di vetro doppie, lavandole colla soluzione di sublimato 
all'I: 1000, e ricoprendone il fondo con carta da filtro più volle 
doppia e bagnata colla stessa soluzione. Si prende la patata, 
dopo averla lasciata raffreddare, fra il pollice e l'indice della 
mano sinistra, precedentemente bagnali nella soluzione di subli- 
mato, e con appositi coltelli a lama lunga, larga e sottile, prece- 
dentemente arroventati e latti raflì«dare, si taglia per mela. Per 
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depositare le due metà nella campana di vetro, si stacca prima 
dal coltello quella inferiore e si depone , lasciando in questa 
tempo l'altra metà colla superficie di taglio aderente al coltello 
e rivolta airingiù; si deposita quindi anche questa e si ricopre 
la campana, facendo il tutto più rapidamente che si può^ per 
impedire che cadano germi dall'aria sulle superficie di taglio. Bi- 
sogna pure avere l'avvertenza di non toccare la patata che colle 
dita della mano sinistra, bagnate di sublimato, e di evitare di 
toccare anche con questa i margini della superficie della stessa. 
Per ogni singola patata si usa un coltello recentemente sterilizzato. 

La seminagione o Vinnesto (parlando di mezzi solidi è pre* 
feribile quest'ultimo termine) del materiale che contieije i mi- 
crobi si deve fare subito dopo avere spaccato le patate: si fa 
prendendo col filo di platino, diritto o ripiegato ad ansa e 
previamente arroventato, una piccola parte di quel materiale e 
disegnando parecchie strie sulla superficie di taglio della patata, 
in modo da distribuirlo sulla maggior parte di quella senza ginn- 
gere a toccarne i margini. Questo si deve fare specialmente quanda 
la sostanza da innesto contiene parecchie specie di microbi e si 
desidera separarli gli uni dagli altri, acciò che si sviluppino iso- 
lati lungo le strie disegnate dall'ago di platino. Se si ha già 
a che fare con un materiale puro, basterà invece deporlo stri-^ 
sciando leggermente sul mezzo della patata. I germi si svilup-^ 
pano per lo più alla temperatura dell'ambiente, altrimenti si por- 
tano le campane nella stufa a quel grado di calore che è necessario. 

Per trapiantare le colonie da una patata in un'altra, o da 
queste in altre sostanze di nutrizione, si ripete l'operazione anzi- 
descritta, dopo avere bensì controllata la purezza della cultura 
coU'aiuto della lente d'ingrandimento e coU'esame microscopica 
di una piccola parte di quella, distesa su di un coproggetti e 
colorita. La chiusura ermetica dell'ingresso dell'aria nelle culture 
che si praticano sulle patate non è necessaria, giacché se anche 
vi si deposita qualche germe, questo si sviluppa sul luogo dove 
cade e si può coli' innesto successivo in un'altra patata salvare 
le culture, prima che sieno inquinate da altri microbi. 
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Le patate sono adunque un substrato materiale assai economico e adatto 
per la coltivazione dei microparassiti; hanno però T inconveniente che le 
colonie di alcuni di questi non appaiono molto visibili sulla loro superficie, 
e che inoltre sono adatte soltanto per lo sviluppo di un numero limitato 
di specie. Così, a mo* d'esempio, vi crescono bene il « bacillus anthracis », 
quello dell'edema maligno, quello della morva, il micrococco della polmonite 
ed alcune specie cromogene ; difatti il « micrococcus prodigiosus e Tauran- 
tiacus », i batteri del pus verde e del pus bleu, quelli del latte blea, ecc. 
vi formano colonie bellissime. Adesso però Tuso delle patate è ristretto 
specialmente alla dimostrazione del metodo, giacché non sono, come la gela- 
tina, adatte a separare i microrganismi patogeni da quelli indifferenti, 
specialmente perchè i microbi della putrefazione trovano sulle patate un 
terreno cosi favorevole al loro sviluppo, che predominano facilmente sugli 
altri. Per la coltivazione dei microparassiti le patate oggidì non servono, 
se non quando questi si sono già ottenuti in cultura isolata e si vuol sapere 
se si sviluppano o no nei substrati vegetali. 

Le patate possono essere anche utilizzate per lo studio dei germi delFaria; 
per quanto, come si è detto, tali ricerche ora si facciano con processi più 
esatti e con mezzi diversi. 

Invece delle patate dimezzate, si può usare una specie di 
pappa fatta colle patate cotte, frantumate e poste nelle boccette 
coniche, cosidette di Erlenmeyer, con tanta acqua q[uanta è 
necessaria per farne una pasta densa, che si fa poi sterilizzare 
neirapparecchio a vapore. A questa pappa di patate si può aggiun- 
gere amido, zucchero, peptone, infuso od estratto di carne e 
comporre cosi un buon substrato materiale, su cui si possono 
ottenere in grandi quantità culture nette di molti microparassiti. 

Fra i mezzi di nutrizione solidi, ma non trasparenti, va an- 
noverata eziandio la 

Pappa di pane. 

Si prepara facendo disseccare bene il pane nero ordinario, 
tagliato a fette sottili e posto in mezzo a fogli di carta bibula, e 
pestandolo in un. mortaio ben pulito. Si pongono . 10 grammi di 
questa polvere in una bottiglia di Erlenmeyer, vi si aggiungono 
30 gr. di acqua e si fa sterilizzare nella corrente di vapore 
acqueo a 100" G. per 72 orsi- Il pane nero reagisce sempre for- 
temente acido, e se si è usato il pane bianco, si acidifica leg- 
germente la pappa coH'acido fosforico o col fosfkto acido di soda. 
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La pappa di pane serve bene specialmente per la coltivazione 
dei funghi delle muffe. 

Gelatina nutritiva. 

Ho già detto che si possono rendere solidi alla temperatura 
ordinaria tutti i liquidi, già prima usati per la coltivazione dei mi- 
crorganismi, mediante l'aggiunta di una certa quantità procen- 
tuale di gelatina, in modo da trasformarli in altrettanti mezzi 
di nutrizione solidi e trasparenti. Si possono avere così varie 
specie di gelatina nutritiva, composte dai diversi infusi o de- 
cotti vegetali, ognuna delle quali è specialmente adatta allo 
sviluppo di certe specie di microbi. Il Koch ha cercato anche 
di comporre un substrato materiale che servisse, se non per tutti, 
almeno per la maggior parte dei microparassiti che finora si 
conoscono, ed ha trovato che quello che meglio di ogni altro 
corrisponde allo scopo è Vinfuso di carne con peptone, mesco- 
lato colla gelatina in proporzioni variabili dal 5 al 10 ®/o (Fteisch" 
toa^ser^pepton^elatine). In questo mezzo si sviluppano la maggior 
parte dei microrganismi patogeni alla temperatura dell'ambiente 
(I70-I90 Q.)j ve ne sono però alcuni i quali non si riprodu- 
cono che a temperatura più elevata, corrispondente cioè aHa 
temperatura del sangue, nella quale la gelatina non si mantiene 
più solida. Il D.*"* H esse ha allora pensato di sostituire la gela- 
tina con un'altra sostanza che è V agar-agar, una specie di alga, 
la quale per mezzo della cottura si rammollisce e diventa gela- 
tinosa, mantenendosi solida fino a 40® G. L'uso di questa sostanza 
è ora infatti molto diffuso, avendo anche il vantaggio sulla ge- 
latina di non diventare liquida facilmente come questa, per opera 
dello sviluppo di certi microbi, sicché le colonie che vi si svi- 
luppano si possono più lungamente mantenere isolate. 

n modo di preparare la gelatina con infuso di carne e pe- 
ptone è il seguente. 

Si prepara alla sera 7* chilo di carne di vitello, magra e pe- 
stata finamente, in 1 litro di acqua distillata e sterilizzata e si 



lascia stare tutta la notte sul ghiaccio o in un hiogo fresco. Al 
mattino seguente si toglie accuratamente con carta da Qltro 
il grasso raccolto alla superficie, si rimescola e si preme entro 
un torchio speciale, simile a quello che usano ì farmacisU. Questo 
strumento però non è necessario, e basta anche di spremere \ 
semplicemente la carne attraverso un filtro di tela, precedente- 
mente stei'ilizzato nella corrente di vapor d'acqua. SÌ aggiunge 
al liquido spremuto tanta acqua quanta è necessaria per Ikre 
di nuovo la misura di un litro, e vi si mescola 1 "/„ di peptone 
secco purissimo (ossia iO gr. per litro) e '/i °/o (ossia 5 gr.) di 
sale di cucina, ponendovi dentro la gelatina in fogli, di 1* qua* 
lità, perchè si rigonfi {'/( ora circa). Il quantitativo procentuale 
che si deve aggiungere di questa sostanza varia, come ho detto, 
dal 5 al 10 "/o, secondo l'uso che se ne deve fare: se si vogliono 
fare culture in gelatìna entro ì tubi da saggio, basta già il 5 "f^, 
quando invece la si voglia distendere sui porto^elti o sulle lastre 
di vetro, e deve essere perciò più consistente, allora serve meglio 
un contenuto procentuale del 10 "/o. E da osservare però che se 
la quantità di gelatina è considerevole, lo sviluppo dei microbi 
nella stessa si fa più lento, cosicché a me sembra più conv»* 
niente, per qualsiasi forma si debba dare a que.sta sostanza di -' 
nutrizione, di aggiungere all'infuso di carne il 7 o l'S "/u di ge- 
latina, con che si ottiene un grado tale di consistenza, da renderla 
atta a qualunque uso. 

Quando fa gelatina si è rigonfiata, si riscalda leggermente 
per discioglierla del lutto e quindi, essendo questa sostanza 
sempre acida, si neutraUzza accuratamente versandovi a goccia 
a goccia una soluzione concentrata di carbonato di soda o di 
fosfato basico di soda. Questo è il momento più delicato dell'ope- 
razione, giacché la gelatina dev' essere assolutamente neutra, 
oppure tendente leggermente all'alcalino ; si saggia perciò di 
quando in quando la reazione con due carte reattive di lacca- 
rau3"a, una bleu e l'altra rossa, e si sospende l'operazione allorché 
quella bleu rimane inalterata e quella rossa si tinge legi/er- 
mente in bleu. Questo grada '"'"'"ìfl^^iilMlmliiHiiiti alcalina & 
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il più adatto per lo sviluppo della raa^ior*' parte dei raicropa- 
rassiti. In certi casi si può anche avere interesse di ottenere 
una reazione fortemente alcalina; ma se invece si è ecceduto col 
carbonato di soda, vi si rimedia facilmente aggiungendovi qual- 
che goccia di soluzione di acido lattico. 

Si fa cuocere quindi il mi- 
scuglio a bagno maria , oppure 
nell'apparecchio di sterilizzazione 
a vapore per '/j od t ora, ed in 
tal guisa tutta l'albumina preci- 
pita e si raccoglie al fondo ed 
alla superficie, insieme coi preci- 
pitati prodotti dalla neutralizza- 
zione; la massa perde il suo co- 
lore rossastro ed acquista una 
tinta giallo • paglierina. L' albu- 
mina deve precipitare completa- 
mente, e per assicurarsi di ciò si 
filtra una piccola quantità di 
liquido entro un tubo da saggio 
e si fa cuocere di bel nuovo; 
se non compare alcun intorbida- 
mento fioccoso, si è sicuri che non vi è più albumina, altri- 
menti si deve prolungare ancora la cottura. Non bisogna tener 
conto di una le^^ra tinta lattiginosa, che prende sempre la 
gelatina quando si riscalda, e che è dovuta ai fosfati: quest'opaca- 
mento scompare difatti più tardi col raffreddamento. 

Dopo avere cotta e neutralizzata la gelatina, si filtra attra- 
verso un doppio strato di carta da filtro svedese, bagnata con 
acqua distillata e sterilizzata, in un irr^mlo ad acqua calda 
(Fig. 15), nel quale l'acqua che sta fra le due pareti di rame 
h mantenuta calda per mezzo di un cerchio dì piccole fiammelle, 
situato alla base dell'imbuto. Questo dev' essere preparato netto, 
più che si può, e deve restare coperto durante la filtrazione. 
Quando non si possegga questo imbuto speciale, sì filtra la gela- 
li 
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Una rapidamente, a piccole quantità, in altrettanti imbuti dì vetro, 
che si mantengono caldi avvìcinandovi con cautela una Qamma 
ad alcool. 

La gelatina filtrata, chiara, d'un bel giallo topazzo si mette 
entro i tubi da saggio, sterilizzatia 160" G. nella maniera già esposta, 
riempiendoli fino ad '/a cii'ca dell'altezza e badando a non im- 
brattare colla gelatina né i loro margini, né il terzo superiore 
della superficie interna, ove deve entrare il turacciolo di cotone, 
per evitare che questo aderisca al vetro e non si possa poi to- 
gliere facilmente. Il riempimento dei tubi si &l per mezzo di usa 
grossa pipetta di vetro sterilizzata. 

La sterilizzazione della gelatina contenuta nei tubi à opera 
in maniera discontinua, riscaldando i tubi st^sssi nell'apparecchio 
a vapor d'acqua per 10 o 15 minuti al giorno, 4 o 5 giorni con- 
secutivi. Se non si ha quest'apparecchio, si fa cuocere un tubo 
per volta per 10 minuti direttamente sulla fiamma di una lam- 
pada, badando a che non si formi molta schiuma o che guesta 
non vada a toccare il turacciolo. Quando la gelatina è già pre- 
parata da un pezzo e comincia a diminuire di volume per l'e- 
vaporazione, si deve, prima di adoperarla, riscaldarla e cuocerla 
di nuovo. Per meglio impedire l'evaporazione e l'ingresso dd ■ 
germi, si possono coprire i tubi con calotte di gomma elastica o 
con carta pergamena. 

La gelatina cosi preparata fonde ad una tem]erBtura che oscilla fra 20- 
2S"C. ; non eì può precisare n prion il grado esalto di calore a cui diviene 
liquida, poiché questo dipende, oltreché dal contenuto di gelatina, encht 
dal grado di neutralizzazione e da altre circostanze. S? la gelatina non è 
completamente aterilizzala , dopo 5-10 giorni, osservandola bene per tra^- 
renzB, si cominciano a vedere alcuni pìccoli punticìni opachi e bjancaatrì, 
che rappresentano l'inizio dello sviluppo di altrettante colonie di microlu; 
ed allora non ai ha che farla cuocere ancora una volta per ucciderli tutti. 
Il poter riconoscere così lo sviluppo di germi fin da principio è un vantaggio 
non indifferente, sia perchè in Lai modo si può sterilizzare di nuovo, Mma 
ohe vada perduto il materiale di nutrizione, sia anche perchè, quando nes- 
suna colonia si è vista sviluppare dopo itn certo numero di giorni (8 o 10 
al più), da che la gelatina 3Ì è preparata e tenuta alla temperatura dell'am- 
biente, ei può essere sicuri della sua purezza. 

La geUtìna ofire anche il vantaggio di lasciar riconoscere la sorgente 
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4la cui è derivata qualche impurità : che se^ ad es., vi cadono germi dal tu- 
racciolo d^ovatta, non bene sterilizzato o non abbastanza compatto, si ve- 
<branno le relative colonie svilupparsi sulla superficie e non dentro la massa 
della stessa; e se invece i germi erano rimasti aderenti al vetro, come ac- 
•cade per lo più, si vedrà in questo punto Torigine delle colonie. Si è adunque 
in grado cosi di poter controllare ad ogni momento la purezza del substrato 
materiale che si adopera, e di potere tener lungi in tal guisa una delle 
cause principali di errori possibili. Non tutte le specie di gelatina si otten- 
gono sterilizzato nell^istesso tempo; così la gelatina mescolata coir urina al- 
calina col liquido nutritivo del Paste ur (1) (tartrato di ammonio 1 parte, 
zucchero candito 10 e le ceneri di 1 parte di feccia di vino in 100 di acqua) si 
riesce a sterilizzarla con una sola cottura , mentre la gelatina con estratto 
o con infuso di carne, come quella colPinfuso di fieno, bisogna cuocerla 
ripetutamente per qualche giorno consecutivo. 

La gelatina con infuso di carne e peptone, a reazione neutra o debol- 
mente alcalina e preparata nel modo finora descritto, si è detto che serve 
assai bene per lo sviluppo dei microparassiti; ma anche questa non è adatta 
egualmente per tutti ^ giacché quelli appartenenti alla classe degli i forni- 
teti non vegetano bene nello stesso substrato in cui si sviluppano i cosidetti 
< batteri », e di questi stessi taluni vegetano meglio in un mezzo alcalino 
•ed altri invece in una sostanza neutra od anche acida. Se si tratta adunque 
di ricerche nuove, si devono usare contemporaneamente diverse qualità di 
gelatina nutritizia. 

Invece dell'infuso di carne si può adoperare, quasi collo stesso vantaggio, 
una soluzione di estratto di carne al 5%^ con o senza aggiunta di zuc- 
chero. UHueppe consiglia la formola seguente: Peptone S^/q, zucchero 
•d'uva zucchero di canna greggio 0,5 ^Iq, estratto di carne 0,5 ^/q e gela- 
tina 5-10 7o- 

A lato di questa va annoverata la gelatina con infuso di fieno, special- 
mente adatta per alcune specie di bacilli, la gelatina preparata con infuso 
di frumento o ooìVumore acqueo e finalmente la gelatina mescolata col 
siero di sangue, proposta dal Koch (2) , che è migliore di tutte le altre per 
lo sviluppo di alcuni microrganismi patogeni. 11 modo di prepararla è 
semplicissimo; si mescola a parti eguali il siero del sangue, raccolto colle 
dovute cautele, con una soluzione di gelatina al 5 % e si sterilizza il mi- 
«cuglio entro i tubi da saggio per parecchi giorni di seguito, 7r^ ^^^ ^ 
^omo, nel bagno maria o nell'apposita stufa a 52<' G. 

Ma tutte queste varie specie di gelatina nutritiva non si possono 
adoperare che ad una temperatura inferiore ai 25® C; giacché 
a questo grado di calore la gelatina è già liquida completamente 



(1) Pasteur, Annales de chimie et de physique. Bd. 58, p. 323. 

(2) KocH, Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. I, p. 27. 
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ed ha perduto i vantaci dei materiali solidi e trasparenti. Per 
conservare cotesti vantaggi anche ad una temperatura eguale 
a queUa nostra del corpo, si usa, come ho detto, invece della 
gelatina animale, quella gelatina vegetale, cosidetta agar-agar, 
che si ricava dalia « Gracilaria lichenoides » e dalla •« Gigar- 
tina speciosa ». 

La forraola per la preparazione dell'agar-agar è la s^^ienle 
(Koch). 

acqua distillata e sterilizzata 

agar^igar tagliata linamente 

peptone 

sai di cucina 

estratto di carne Liehig. 

Si fa cuocere dapprima l'agar-agar soltanto nell'acqua entro 
l'apparecchio di sterilizzazione a vapore per tre ore, finché si 
è completamente disciolta e si è separala quella parte che coa- 
gula col calore. Si aggiungono gli altri ingredienti, si neutra- 
lizza colla soluzione di carbonato di soda e si fa cuocere di nuovo 
nel vapor d'acqua per '/( ora, per eliminare nuovamente le so- 
stanze coagulabili ed i precipitati prodotti dalla neutralizzazione- 
Si lascia stare 12 ore, si riscalda di nuovo e si filtra nell'imbulo 
ad acqua calda, ricevendo il filtrato direttamente nei tubi da 
saggio. Siccome passa lentamente attraverso il filtro, può talora 
essere necessario di adoperare per ogni tubetto un nuovo filtro 
di carta svedese. 

Il Rosenbach (1) consiglia di sostituire semplicemente alla 
gelatina, nella preparazione di questa coU'infuso di carne, ri,& 
il 2 "/o di agar-agar, lasciandola rigonfiare per 24 ore in 
una ghiacciaia e cuocendola quindi come sopra, oppure facendola 
riscaldare subito lentamente per discioglierla prima di cuocerla. 
La soluzione ancor calda si neutralizza fino a reazione debol- 
mente alcalina col fosfato basico di soda, e si fa cuocere di 



— 213 — 

jiuovo per 2 ore nel bagno maria, o per 1 ora nella corrente di 
vapore acqueo. Il Rosenbach dice che si filtra meglio attraverso 
Tovatta, tenendo durante la filtrazione Timbuto ed il recipiente 
ove si raccoglie il filtrato entro l'apparecchio a vapore. Si può 
anche mescolare insieme l'agar-agar e la gelatina, mettendo */« ®/o 
ài gelatina e 1-2 °/o di agar-agar. 

È da avvertire che non sempre si ottiene lo stesso grado di 
^consistenza, perchè l'agar-agar colla cottura sì discioglie ora più 
ora meno completamente. 

L'agar-agar non si ottiene mai perfettamente trasparente 
come la gelatina^ ed alcune specie di microrganismi vegetano 
in quella più lentamente. Ha il vantaggio però che a 40'' G. è 
ancora solida, ed anche se il contenuto di agar-agar è soltanto di 
1, 5 ^/q, si mantiene solida e trasparente fino a 3T G. Ha inoltre 
il vantaggio notevolissimo che non si fluidifica per lo sviluppo 
di certi microbi, che liquefanno la gelatina, e permette cosi lo 
svilupparsi in superficie degli stesssi coi loro aggruppamenti ca- 
ratteristici, servendo di complemento alle culture fatte nella ge- 
latina ordinaria. 

Ora che è stato esposto il modo di preparare le varie qua- 
lità di gelatina, vediamo quale è la via da tenere per coltivare 
in questa i microparassiti ed ottenerli isolati in culture nette 
da qualsiasi impurità. 

Culture nei tubi da saggio. 

É questa la forma più comune che si da alla gelatina per le 
coltivazioni, ed è anche la più adatta sia per conservare al ri- 
paro daUe impurità il materiale che si è già ottenuto allo stato 
di purezza, sia per istudiare alcune particolarità caratteri^- 
stiche dello sviluppo dei microrganismi.. 

Per fare gli innesti del materiale da coltivazione nella ge- 
latina contenuta nei tubi da saggio, si procede come segue. Anzi- 
tutto bisogna assicurarsi bene che il turacciolo di l)vatta non 
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sia aderente al tubo e si possa togliere con facilità; nel caso 
che si trovi aderente, ai distacca girandolo ripetutamente senza 
muoverlo da posto. Si prende quindi il tubo lì'a le dita, abbrao- 
dandone la parte superiore coll'indìce della mano sì* 
I nistra in modo, che la porzione inferiore che contiene 
I la gelatina po^i sul dorso delle tre ultime dita e l'o- 
rifizio del tubo sia rivolto all'ingiù, per evitare che du- 
rante Toperazione vi cadano ^rmi dall'aria. Si prende 
colla destra la bacchetta di vetro coll'ago di platino a 
mo'd! una penna da scrìvere, si bagna la punta dell'ago 
sterilizzato (diritta, o ripiegata ad ansa secondo la quan- 
tità di materiale che si vuol prendere) nel materiale da 
innesto, si tt^he col quarto e quinto dito della stessa 
mano il turacciolo dal tubo e si infigge nella massa 
gelatinosa l'ago che porta i microbi per tre o quat- 
tro volte, richiudendo quindi il tubo immediatamente 
Hf. w. (Fig. 16). 

n modo di svUappars: e l'aspetto che assumoDO nella gelatina le varie 
^Mcie di microrganismi costituiate una delle particolarità più interMaanti 
per lo studio delle proprietà biologiche dì questi esseri. Taluni infatti flui- 
dificano la gelatina circamambienle ed altri no; ed in qnest' ultimo eaao 
& vedono alcune specie svilapparsi egualmente oell' intemo, lungo il tr»- 
gitto percorso dall'ago di platino, e sulla mperficie, ed altri invece, che sodo 
prevalentemente aerobi, si espandono di preferenza al disopra della gelatina, 
ora prendendo l'aspetto della i-apoochia di un chiodo, che dal Priedl&o- 
d e r à rìUene caratteristico del micrococco della pneumonite, ed ora inveeo 
distendendosi saperficialoiente a mo' di un velo, o sotto forma di a&eDo. 
Nell'interno taluni à sviluppano come pici.'oli globicini opachi, vd altri mU» 
forma di filamenti più o meno regolari, oj^Hire a mo' di una nubecola alleila 
visibile, come avviene pel sottilissmo bacillo della setticemia dei (api. Del 
pari che la forma varia anche moltissimo il colore delle singole ooloniet 
colore che ti manifesta per inSueua diretta dell'aria e della lac«. 

Quando la qwcìe che ai sviluppa fluidifica la gelatina, si poò vedere la 
colonia a^nimere un aspetto imbutiforme (mien>lu del colera indiano), oppoic 
la floidificazioae procedere a strati e più o meno rapidamente, a seconda dei 
vari microrganismi. .Kì fondo dell'imbuto, of^are nel limite che separa lo 
strato liquido dalla parte di gelatina ancora solida, si precipitano j nicnrin 
sotto forma di nube opaca di vario colare: questi perA talora sì raccoIgMio 
anche alla superficie in forma di pellicola. Anche nel eaao che la gelatina 
divenga liquida, ai manifestano le coloranoni diveiae caratteristicbe. 
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Tutte queste particolarità sono assai interessanti da rilevarsi, perchè co- 
stituiscono altrettante proprietà biologiche fisse^ inerenti e caratteristiche di 
ciascuna specie e servono perciò a facilitarne il diagnostico differenziale; 
ed anche perchè si può con tal mezzo controllare la purezza delle culture 
6 constatare facilmente la presenza di altre forme di microrganismi. 

La coltivazione nei tubi si adopera con vantaggio quando 
il materiale si ha già allo stato di purezza; ma allorquando 
invece si vogliono coltivare isolate parecchie specie di microbi, 
che si trovano mescolati insieme, si usa quest'altro processo se- 
guente. 

Culture sulle lastre di vetro e sul portoggetti. 

Questo metodo di cultura ha per iscopo di distribuire i vari 
germi , che si trovano insieme ammassati in un dato materiale, 
in una superficie di nutrizione cosi grande, che rimangano se- 
parati gli uni dagli altri ed abbia orìgine cosi da ciascuno una 
colonia pura, dalla quale si possa prendere il materiale d* in- 
nesto, per trasportarlo nei tubi dì gelatina e quivi conservarlo 
nel modo anzidetto. 

Questo intento si può raggiungere in doppia maniera. 
a) Si diluisce una piccolissima quantità della sostanza che 
porta i germi colla gelatina liquefatta, contenuta in un tubo da 
saggio (10 cm. circa), e si riversa su di una lastra di vetro, ove 
si distende e diventa solida in larga superficie. 

V) Oppure si distende prima la gelatina sulla lastra, o sopra 
un certo numero di portoggetti o di piccole capsule di vetro, e 
quando si è solidificata, si disegnano sulla stessa coir ago di pla- 
tino, imbrattato col materiale da cultura, una serie di strie paral- 
lele, neirintento di disseminare lungo le stesse i germi che si 
trovavano riuniti nella sostanza primitiva. 

Le lastre di vetro, quali sono adoperate nel laboratorio del 
Koch, hanno una lunghezza di 12-13 cm. per 10 di larghezza, 
e su ciascuna si distende la gelatina contenuta in un tubo da 
saggio. Però l'osservazione microscopica a debole ingrandimento 
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delle colonie che vi si sviluppano non si può fere in queste che 
con un microscopio semplice apposilamente costrutto, oppure con 
un microscopio composto che abbia un tavolo assai grande. Per 
poter fare adunque l'osservazione coi microscopi ordinari, è 
preferibile usare lastre di vetro di 10 cm. di lunghezza su 5 
di larghezza, e distribuire in due, anziché in una lastra soltanto, 
la gelatina contenuta io un tubo da saggio. In tal guisa si ha 
ancora il vantaggio di poter osservare con comodo una delle 
lastre al microscopio, senza timore di contaminare la gelatina coi 
germi dell'aria, restando l'altra per riserva sempre al riparo, 
per ti-ame poi il materiale per le culture isolate. 

Le lastre di vetro, i portoggeltt o le piccole capsule, accu- 
ratamente puliti (acidi minerali, acqua, alcool) e disinfettati 
a IM-ieO' G. per due ore 
nel modo già descritto, si di- 
spongono sopra i banchetti 
di vetro dentro una cam- 
pana, collocata sul piatto del- 
l'apparecchio livellatore dise- 
gnato nella fig. 17, Si girano 
le viti di cui è munito il trep- 
piedi metallico. Ano a che il 
Fi«- !'■ livello dimostra che la lastrasi 

trova in posizione orizzontale, 
e l'apparecchio è pronto. Sotto la lastra si può mettere un re- 
cipiente con ghiaccio, quando si voglia far solidificare la gelatina 
rapidamente. È da notare ancora che le lastre di vetro sterilizzate 
devono essere estratto dalla scatola di ferro che le contiene, 
prendendole pei margini colla punta di due dita bagnate prima 
nella soluzione di sublimato, I banchetti di vetro si steriliz- 
zano bagnandoli rapidamente nella stessa soluzione, e si rico- 
prono quindi con uno strato di carta bibula; con questa si tap- 
pezza pure il fondo della campana, che deve essere bagnata per 
servire quale camera umida ed impedire il disseccamento della 
gelatina distesa. 
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Si fluidifica a bagno maria alla temperatura di 30" C. la 
gelatina, oppure per essere più sicuri della sua sterilizza- 
zione^ si fa cuocere ancora una volta sulla fiamma ad alcool 
e si lascia ralOTreddare fino al grado di calore anzidetto. Si prende 
colla mano destra, come si è già descritto, Tago di platino foggiato 
ad ansa nella sua estremità, precedentemente arroventato e ba- 
gnato nel materiale da innesto, si tiene il tubo colla gelatina 
liquefatta a SO" nella sinistra, alquanto inclinato airingiù, senza 
però che la gelatina giunga a toccare Tovatta, si apre e si im- 
merge Tago nel liquido gelatinoso strisciandolo lungo le pareti 
del tubo ed agitandolo ripetutamente per operare il miscuglio. 
Si richiude quindi il tubo immediatamente e si cerca di distri- 
buire il materiale nella gelatina più uniformemente che si può, 
girando e piegando il tubo in ogni verso. 

Se i germi che si vogliono isolare non sono molto numerosi, 
è sufficiente questa prima diluzione, che si distende sulla la- 
stra ; ma se la quantità di quelli è grande, come quando ad es. 
si tratta di isolare 1 germi di un fiocco di contenuto intestinale o 
di un liquido putrefatto, una sola diluzione in 10 ccm. di gelatina 
non è sufficiente a far si che nella gelatina stessa distesa ognuno 
di quelli si sviluppi in colonia isolata, cosi distante dagli altri da 
poterne osservare le proprietà di sviluppo ed ottenerne anche 
coltivazioni nette. In tal caso si fa una seconda, e se occorre, 
anche una terza diluzione nel modo che segue. Si fanno fluidi- 
ficare tre tubi di gelatina, e dopo di aver trattato il primo nella 
maniera ora descritta, si prendono da questa prima miscela tre 
quattro goccioline di liquido coiransa del filo di platino e si 
portano, Tuna dopo l'altra, nel secondo tubo, dove si mescolano 
accuratamente; da questo si prende di nuovo la stessa quantità 
di liquido e si mescola nel terzo tubo. Nel fare tali innesti suc- 
cessivi è necessario avere una piccola avvertenza : ogni volta 
che, dopo aver mescolato una gocciolina di liquido gelatinoso 
infetto (chiamiamolo cosi) colla nuova gelatina, si immerge di 
bel nuovo Tansa di platino nel primo tubo per prenderne un*altra 
gooda, bisogna badare di agitare bene Tansa stessa entro il 



tubo, perchè si distacchi ia gelatina pura che necessariamente 
vi rimane adesa nel fare l'innesto, e che impedirebbe che l'ansa 
prendesse di nuovo il materiale che sì vuole diluire. 

In tal guisa si riesce ad ottenere nella seconda o nella terza 
diluzione i germi sufHcientemenle divisi, perchè se ne possano 
studiare le proprietà caratteristiche di sviluppo. Ma si può anche 
raggiungere lo stesso scopo e risparmiare la gelatina , facendo 
le diluzioni del materiale nell'acqua sterilizzata, delle quali si 
mescolano poi alcune goccie colla gelatina. 

Per versare la gelatina sulle lastre di vetro, sì fa in due modi : 
o si aspira la gelatina in una grossa pipetta sterilizzata e si lascia 
Egocciolai'e sulla lastra, oppure si versa su questa direttamente dal 
tubo; ed in lai caso bisogna prima riscaldare alla lampada l'orì- 
fizio del tubo stesso, per uccidere i germi che vi possono essere 
aderenti. Prima di versare la gelatina, bisogna aspettare che sia 
raffreddala tanto da essere prossima al punto di solidificazione, 
che sia, cioè, di una consistenza semifluida, senza che però con- 
tenga ancora alcun grumo ; altrimenti, se è molto fluida, sì espande 
in lamina trappo sottile e si dissecca poi Èciimente. La gelatina 
si versa sempre nel mezzo della lastra e si distende quindi ra- 
pidamente, per mezzo di una bacchetta di vetro precedentemente 
arroventata e lasciata raffeddare, fino ad 1 cent, di distanza dal- 
l'orlo del vetro; si copre subito e si lascia solidificare. 

Le lastre si dispongono in serie entro 
la campana l'una sopra l'altra (Fig. 18) su 
piccoli banchetti, formali da una lastra di 
zinco lunga 10 cm., larga 4 e ripiegata 
per 1-1,5 cm. alle due estremità, oppure 
da una lamina di vetro lunga 13-14 cm. e larga 4 cm., alle 
cui due estremità si fìssa col balsamo del Canada una lista 
stretta di vetro, dello spessore di 5^ mm. Se si sono fatte pa- 
recchie diluzioni nella gelatina, si pone la prima nel banchetto 
inferiore segnandola col N. 1 , sopra di questa si mette la se- 
conda (N. 2) e quindi la terza, e così di s^uito finché ne entrano 
nella campana, in luogo delle campane di vetro si possono usare 
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egualmente due zuppiere di terra cotta, ben pulite e coperte di 
carta bibula, bagnata nella soluzione tenue di sublimato ; si rove- 
sciano runa sull'altra, e si pone ft^a queste la lastra di vetro. 



Al secondo o terzo giorno si vede già ad occhio nudo, sul luogo dove 
sono rimasti fissati i singoli germi, cominciare lo sviluppo di altrettante 
colonie sotto forma di piccoli punticini, ciascuno dei quali rappresenta una 
cultura netta. È molto interessante seguire Tandamento ulteriore di queste 
culture, che è diverso per ciascuna specie, per quanto Tindividuo cellulare 
appaia anche uguale morfologicamente. 

La distinzione più generale delle varie specie di microbi, riguardo al 
loro modo di svilupparsi sulla gelatina, si è che alcuni fluidificano il sub- 
strato materiale su cui si sviluppano ed altri no. Dei primi taluni fluidi- 
ficano la gelatina sviluppando un odore per lo più sgradevole, ed altri in- 
vece senza odore di sorta; taluni non producono la fluidificazione che dopo 
un certo tempo, ed altri invece la producono rapidissimamente. In quest*ul- 
timo caso, se si vuole ottenere quella data specie in cultura isolata, bisogna 
fare il trapiantamento assai presto, prima che vada a mescolarsi colle colonie 
vicine, e prendere sempre dai margini il materiale da innesto. In quelli poi 
che non fluidificano la gelatina, Taspetto delle colonie è assai diverso per 
forma e per colore, come già si è accennato. 

Non bisogna inoltre mai trascurare Tosservazione microscopica a debole in-- 
grandimento e con un diaframma stretto^ di ciascuna colonia ; giacché questo 
è uno dei più grandi vantaggi che ofire la gelatina trasparente sugli altri 
mezzi sobdi di nutrizione. Si usa per ciò un ingrandimento variabile da 
80-150 diametri (quale è dato ad esempio deU*obb. Hartnack 4, ocul. 3^ 
oppure dairobb. Zeiss A, ocul. 4) e T apparecchio di Abbe con un dia- 
framma stretto, per osservare di ciascuna colonia Taspetto caratteristico 
(granuloso, a liste, a filamenti intrecciati o cristallino), il colorito, i mar- 
gini ed il modo di comportarsi della gelatina ambiente ; e finalmente per 
vedere se sopra, sotto o a lato della colonia che si osserva vi è qualche 
altro ammasso di microrganismi. 

L*aspetto delle singole coionie è assai diverso e per lo più caratteristica 
per ciascuna specie. Così i bacilli del carbonchio formano fiocchi composti 
di filamenti lunghi, a forma di fasci o di ricci intrecciati fra di loro, di ap- 
parenza elegantissima ed immobili. Invece i « bacilli del fieno » (Heu^ 
badllen) si sviluppano in filamenti soltanto in principio, ma ben presto la 
gelatina si fa liquida ed in mezzo a questa i bacilli stessi si muovono, 
mentre alla perìferia la colonia assume Taspetto di una corona raggiata. I 
finissimi « baciUi della setticemia dei topi» si sviluppano in colonie, facil- 
mente riconoscibili a debole ingrandimento pel loro splendore matto e per 
la fine granulosità. 

CiOntrollata così al microscopio la purezza delle culture (se si è ancora 
incerti, se ne fa anche una preparazione colorata su di un coproggetti), 
quando si vogliano conservare isolate, se ne prende una piccola porzione» 



sempre dai margini, coli' ago di platino o si innesta in un tubo con gela- 
tina. Se ì« colonia sono abbastanza grosse, quest'operazione si fa ad occhio 
nudo : altrimenti si porta la lastra sul tavolo del microscopio, si osserva 
quella certa colonia che si vuol avere isolata e si fa strisciare l'ago di pla- 
tino, coll'estremità ripiegata ad uncino, sulla superfìcie della gelatina senza 
toccarla, lenendo fissa la mano col mignolo poggiato sulla lastra in un 
punto ove non è gelatina ; quando si è giunti col pìccolo uncino nel campo 
di osservaxione. precisamente al disopra della colonia che si è presa di 
mira, s'immerge in questa la punta dell'ago e si rialza quindi verticalmente, 
assicurandosi sempre col microscopio dì aver toccato realmente quel punto 
che sì voleva, e che una parte della colonia è rimasta aderente al filo di 
platino. Questa manovra è alquanto delicata, ma con un po' di e 
riesce facilmente. 



Si è detto che una seconda maniera ài ottenere lo sviluppo 
isolato di parecchi germi, colla distribuzione e fìssamento degli 
stessi nella gelatina, è quello degli innesti lineari. Si aspira in 
una pipetta sterilizzata la gelatina pura, liquefatta a 30° C, si fo 

scorrere sulle lastre di vetro, oppure sopra un certo numero di 
portoggetti sterilizzati, situati orizzontalmente, in modo che la 
gelatina raffreddandosi formi uno strato dello spessore di qualche 
millimetro, distante alquanto dai margini del vetro. Per otte- 
nere ciò, bisogna lasciar raffreddare la gelatina Ano a consistenza 
semisolida, prima di versarla. Coll'ago di platina diritto (non più 
coU'estremità ripiegata ad ansa, la quale prenderebbe una quan- 
tità di materiale troppo grande), sterilizzato come di solilo e 
bagnato nella sostanza che contiene i microbi, si disegnano ra- 
pidamente sui portoggetti, prima che la gelatina sia completa- 
mente solificata, da 3 a 5 strie trasversali, distanti 2-3 cm. circa 
luna dall'altra; oppure sulle grandi lastre dì vetro si pratica 
un certo numero di strie parallele, in modo che l'istromento solchi 
la gelatina senza giungere a toccare il vetro. Quest'operazione col- 
l'ago sulla gelatina si compie all'incirca come un innesto di vac- 
cino sul braccio, per cui l'espressione generale di «innesto» è 
in questo caso benissimo appropriata. I portoggetti o le lastre 
si dispongono quindi sui banchetti dì vetro entro le campane. 

In tal guisa i microbi si dìstribuis^no separati gli uni digli altri e 
quivi fissati si sviluppano in altrettante colonie, che ai snervano poi si mi- 
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croscopio con ingrandimenti deboli e si trapiantano nei tubi da saggio con 
gelatina, per conservarle come già si è detto. 

Quando in un solco si sviluppano parecchie colonie, se ne prende di 
ciascuna (aiutandosi col microscopio semplice che ingrandisce 15-20 volte) 
una piccola parte coU'ago di platino e si innesta in altrettanti portoggetti, 
fino a che si giunge ad avere sviluppata su ciascuno una sola forma di mi- 
crorganismi. Quando poi, dopo averli coltivati per 2 o 3 generazioni sui por- 
toggetti, si è constatato che le colonie conservano inalterate le proprietà 
morfologiche macro- e microscopiche, allora si innestano nei tubi di gelatina 
e si conservano. Anche qui per risparmiare la gelatina, se il materiale è 
ricco di germi, si può diluire prima nell*acqna sterilizzata e fare quindi con 
questa gli innesti a strie sulla gelatina. 

Con questo metodo degli « innesti lineari » non si riesce cosi bene ad 
isolare i germi come col processo di diluzione nella gelatina, distesa quindi 
sulle lastre di vetro, e ciò per due ragioni : anzitutto per ciò che col primo 
metodo non si usufruisce che di una parte soltanto della gelatina, di quella 
parte, cioè, che sta ad immediato contatto coi solchi d*innesto, mentre nel 
secondo una piccola porzione di materiale viene distribuito in una quantità 
di gelatina, relativamente molto grande, e riesce quindi più facile ottenere 
l'intento di fare sviluppare separati e distanti i singoli germi. In secondo 
luogo poi, nel disegnare le strìe coU'ago di platino, la maggior parte del 
materiale si deposita sul punto che è primo toccato, ove per lo più i mi- 
crobi si sviluppano addossati gli uni cogli altri. Sicché, specialmente quando 
si tratta di sostanze che contengono un gran numero di germi, sarà sempre 
preferibile il metodo delle diluzioni nella gelatina. 

Volendo adoperare in luogo della gelatina Tagar-agar, bisogna 
usare molte avvertenze, giacché questa sostanza fonde ad una 
temperatura piuttosto elevata e al disotto di 40® G. non è più 
liquida. Si fk liquefare perciò a bagno maria a 42-43® G. , si fa 
l'innesto e si rimescola, come al solito, mantenendo il tubo entro 
l'acqua calda ad una temperatura che oscilli fra 40-42® G., e si 
versa quindi rapidamente sulla lastra di vetro. 

Ho già accennato ai vantaggi che offre l'agar-agar sulla ge- 
latina ordinaria, che sono principalmente di permettere anche 
lo sviluppo di quei microparassiti pei quali è necessaria la tem- 
peratura del corpo, e di non essere fluidificata da quelle specie 
che fluidificano la gelatina. Di fronte a questi vantaggi avvi sol- 
tanto l'inconveniente, che lo sviluppo di certi microrganismi nel- 
r agar-agar è più lento, e che alcuni anzi non vi crescono 
affatto. 
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Siero dei sangue. 

Un*altra sostanza di nutrizione soUda e trasparente, che è 
forse la più adatta per lo sviluppo dei microrganismi patogeni, è 
il siero del san^ice, sterilizzato e soWUficato ad una temperatura 
un po' inferiore a quella che corrisponde al punto di coagulazioiie 
completa di questa sostanza. 

Fu il Koch(l) che scoperse per primo la particolare pro- 
prietà del siero sanguigno, di mantenere inalterata la sua tra- 
sparenza quando si faccia coagulare lentamente ad una data 
temperatura; ed egli la pose subito a profitto per preparare un 
substrato di nutrizione, assai omogeneo per le condizioni che ri- 
chiede lo sviluppo dei microparassiti. 

Sono necessarie anzitutto alcune cautele nel raccogliere il 
siero del sangue dairanimale. Si preparano a tal uopo alcuni reci- 
pienti cilindrici capaci di 1 Vs - 3 litri, alti circa tre volte tanto che 
larghi (ad es. , 60 cm. di altezza per 20 di larghezza) e muniti di 
relativo coperchio di vetro. Questi vasi si puliscono accuratamente, 
si sciacquano con una soluzione di sublimato a 1 ^j^, per ucci- 
cidere i germi che vi possono essere ancora aderenti, e si la- 
vano quindi coiralcool per togliere qualsiasi traccia di sublimato, 
lasciandoli asciugare finalmente a moderato calore. 11 coperchio 
si chiude airintomo con parafilna o con vaselina. 

Si tagliano i peli dell'animale sul luogo che dev'essere ferito e 
si pulisce accuratamente ; bisogna anche raccomandare a chi fisi 
il taglio di incidere i vasi senza ledere la trachèa, ed il primo 
zampillo di sangue che spiccia, il quale può contenere peli ta- 
gliati e particelle di sudiciume della pelle, non si raccoglie. 
Si riempiono i vasi fino al margine, si chiudono col coperchio, 
e se si ha la comodità sul luogo, si pongono immediatamente in 
una ghiacciaia; poiché quando la coagulazione del sangue è 



(1) KoGH, Die Aetiologie der Tuberculose. Beri. klin. Wochenschr. 18829 
No. 15; e Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. II, 1884, p. 47. 
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incominciata, il vaso non si deve più muovere, per evitare che si 
disturbi la formazione d' un coagulo compatto e che si mescoli col 
siero una certa quantità di corpuscoli rossi. Ma se invece si rac- 
coglie il sangue in un pubblico «macello e si deve poi trasportare 
nei laboratori, come è il caso più ordinario, si lascia fermo il vaso 
sul luogo, subito dopo che è stato riempito di sangue, per un 
tempo variabile da 10 minuti a Vt ^^ » quando si è formato il 
coagulo, si porta nella ghiacciaia o in luogo freddo, ove si fa de- 
positare senza toccarlo 

il sangue di agnello per 1 giorno, 
quello di vitello per 2 giorni. 

La focaccia fibrinosa del sangue spreme fuori dalle sue maglie 
il siero da ogni parte in senso centrifugo, e al disopra della stessa 
si raccesile uno strato di liquido perfettamente limpido, di un co- 
lore giallo di succino. Se non ha questo colore ed è rossastro, 
segno è che contiene troppi corpuscoli rossi ed allora, quando 
si riscalda, perde la sua trasparenza, n siero del sangue di vi- 
tello si separa più difficilmente di quello d'agnello o di montone, 
e spesso non si riesce ad ottenerlo trasparente e adatto per lo 
scopo a cui deve servire. 

Questo siero limpido si aspira cautamente e senza agitarlo 
in una pipetta sterilizzata e si mette nei tubi da saggio, steriliz- 
zati come d'ordinario, fino a Vs circa dell'altezza, chiudendoli 
quindi subito coU'ovatta. Si devono usare tutte queste minute pre- 
cauzioni nel raccogliere il siero del sangue, nell'intento che vi si 
mescoli il minor numero possibile d'impurità, giacché la steriliz- 
zazione di questo liquido non si può fare, come quella della gela- 
tina, nel vapor d'acqua a temperatura elevata, ma bisogna farla in 
maniera discontinua, usando il metodo proposto per la prima volta 
dal Tyndall per ottenere la sterilizzazione dell'infuso di fieno. 

Le regole necessarie per sterilizzare e solidificare il siero 
sanguigno sono state già esposte a riguardo degli apparecchi 
a ciò destinati, e non è necessario ripeterle. Aggiungerò sol- 
tanto che alla superficie del siero liquido sterilizzato si forma 
spesso una pellicola di colesterina , la quale non dev' essere 
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scambiata con colonie di microbi, e che durante la solidificazione 
dello stesso il vapore acqueo si condensa sulla parete superiore 
del tubo e cade quindi e si raccoglie nel fondo, formando colle 
sostanze solubili un liquido di nutrizione molto adatto allo svi- 
luppo dei microrganismi. In tal modo si ha il vantaggio di po- 
tere osservare lo sviluppo di questi, innestati nel siero, contem- 
poraneamente in un substrato solido ed in un liquido e di consta- 
tarne le differenze. 

Attraverso il piumacciolo d^ovatta che chiude i tubi succede sempre 
una perdita d* acqua per evaporazione, cosicché il siero solidificatQ a poco 
a poco si dissecca; cionostante la parte mediana e Tinferiore si manten- 
gono anche per qualche mese adatte per lo sviluppo dei microrganismi. 

Se la sterilizzazione del siero non è riuscita, lo si può già rilevare 
pochi giorni dopo che si è solidificato, specialmente se si tiene a titolo di 
prova entro la stufa a 28-30o C. di temperatura. Si vedono comparire in 
tal caso un certo numero di punticini biancastri che aumentano di volume, 
confluiscono e talora fluidificano anche il siero del sangue ; coll*osservazione 
microscopica si trova che per lo più si tratta di bacilli, provenienti da spore 
che hanno germogliato più tardi. Naturalmente si adopereranno per le cul- 
ture soltanto quei tubi i quali, dopo essere stati parecchi giorni nella stufa, 
si sono mantenuti perfettamente chiari e trasparenti. 

11 Lòffie r (1) ha osservato che si può diluire il siero sanguigno con 
altre soluzioni nutritive, senza che perda la sua proprietà fondamentale di 
coagulare mantenendosi trasparente, col vantaggio anzi di costituire un 
terreno di nutrizione maggiormente adatto per lo sviluppo di certi micropa- 
rassiti. 11 Lòffi er consiglia un miscuglio di 3 parti di siero sanguigno ed 
1 parte d^infuso o di brodo di carne di vitello, preparato come si è detto, a 
cui si aggiunge 

1 7o di peptone secco, 
1 % di zucchero d'uva, 
Vs ^/o di sai di cucina. 

Si cuoce dapprima l'infuso di carne, a cui si sono aggiunti questi in- 
gredienti, si neutralizza colla soluzione di carbonato di soda, si cuoce di 
nuovo a bagno maria finché si è precipitata tutta l'albumina e si filtra. Si 
sterilizza nelPapparecchio a vapor d'acqua, si lascia rafireddare e vi si aggiunge 
il siero. Questo miscuglio di siero e di brodo (Fleischinfiis'Pepton^Zucker- 
Serum) si sterilizza a 58o come il siero puro e si fa solidificare egualmente. 

Per potere osservare col microscopio a debole ingrandimento le culture 
nette ottenute sul siero sanguigno, si fa solidificare questo in piccole scatole di 



(1) LòFFLER , Untersuchungen uber die Bedeutung der Mikroorgani' 
smen fùr die Entstehung der Diphterie, etc. Mitth. a. d. kais. Ges. M. II, 
p. 452 e 461. 
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vetro {Dosen)^ foggiate a guisa delle grosse campane che servono da ca- 
mere umide, ossia formate da due scatolette circolari, una delle quali ri- 
entra neiraltra e viene in tal modo, fino ad un certo punto, protetta dalle 
impurità dell'aria. Queste scatole si dispongono poi come i portoggetti colla 
gelatina entro le campane, e si pongono nelle stufe. 

Per fare grinnesti nei tubi da saggio contenenti il siero solidificato, si 
procede nelFistessa maniera già descritta per l'innesto in gelatina, colla sola 
differenza che invece d'immergere l'ago di platino nello spessore della so- 
stanza (come si usa per la gelatina), si striscia sulla superficie solida del 
siero stesso. 

Questo materiale di nutrizione non serve, come la gelatina e l'agar- 
agar, per ottenere l'isolamento di molti germi che si trovano riuniti, perchè 
non si può fluidificare e distendere in grande superficie; si deve usare 
perciò un materiale d'innesto puro, o che contenga soltanto un piccolo nu- 
mero di germi, e fare gl'innesti in molti tubi contemporaneamente. Di 
fronte però a cotesto difficoltà , di semplice tecnica , sta il vantaggio in- 
contestabile che il siero è il substrato più adatto d'ogni altro per lo svi- 
luppo dei microparassiti, specialmente perchè si può mantenere alla tem- 
peratura del corpo. Non bisogna dimenticare infatti che il Kock è riuscito 
ad ottenere in cultura isolata i bacilli tubercolari, soltanto coU'uso di questo 
materiale di nutrizione. 



Con questo termina tutto quanto si riferisce alle sostanze di 
nutrizione ed al modo di usarle per ottenere le culture isolate col 
metodo del Koch, le cui particolarità possono in breve venire 
riassunte colle stesse parole di quest'illustre scienziato. « La spe- 
cialità del metodo presente consiste in ciò, che si adoperano mezzi 
di nutrizione solidi e possibilmente anche trasparenti, che questi 
sono vari e si scelgono adatti alle singolo specie di microbi che 
si vogliono coltivare, che diventano superflue tutte le cautele 
rigorose destinate ad impedire l'ingresso di germi stranieri, che 
le coltivazioni ulteriori si fanno sotto forma di un gran numero 
di culture isolate, delle quali soltanto quelle che rimangono pure 
servono per proseguire le coltivazioni stesse, e che finalmente si 
può e si deve anzi esercitare di continuo col microscopio il con- 
trollo delle proprietà di ciascuna colonia ». 

Culture nei portoggetti incavati. 

Come appendice al metodo del Koch bisogna accennare in- 
fine alle culture fatte nei liquidi nutritivi , ridotti però a forma 
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di goccie, in modo da potere controllare col microscopio quando 
sivoglia lo sviluppo dei microrganismi che vi si innestano; giacché 
questo processo serve bene per lo studio di certe proprietà bio- 
logiche dei microrganismi, permettendo di osservarli nello stato 
di vita naturale e coi più forti ingrandimenti. ' 

Si è già accennato, parlando degli strumenti e degli oggetti 
che si adoprano per (pieste ricerche , alle cosidette < camere » 
per la coltivazione dei microbi da osservarsi direttamente al mi- 
croscopio; e si ò pur detto che ne sono slate preposte molte forme, 
ma che la più semplice di tutte , sufficiente per le ricerche 
ordinarie, ò quella costituita da un portoggetti che abbia nel 
centro un 'esca vazione, profonda qualche millimetro, largal-l*/»cm. 
e coperta da un vetrino. Si prende uno di questi portoggetti, si 
spalmano i margini dell'incavo centrale con vaselina, e si depo- 
sita nel mezzo di un coproggetti, ben pulito e sterilizzato sulla 
fiamma, una piccola gocciohna, grossa come un grano di miglio 
o come una lenticchia, di un liquido nutritivo. Il liquido che servo 
m^lio per la maggior parte dei microparassiti è il brodo neu- 
tralizzato e sterilizzato; lo si prepara colle stesse r^ole esposte 
per la gelatina , neutralizzandolo senza aggiungervi altro , né 
gelatina nò peptone. In quella piccola goccia si mescola coU'ago 
di platino una minima quantità di materiale e si rovescia subito 
il vetrino, applicandolo sull'incavo del porto^etti, in modo che la 
goccia si trovi nel mezzo dello stesso senza toccarne il fondo 
né i margini. Si deve sempre preparare cosi collo stesso ma- 
teriale un certo numero di portc^getti. 

Nel gioi'no seguente si fa l'osservazione microscopica, usando 
l'immersione ad olio, un diaframma stretto ed un oculare debole; 
esaminando i margini della gocciola , si vede in tal guisa se i 
mici'obi che si studiano sono mobili o no, e si vede anche come 
si dispongono sia nel centro che nei margini della gocciola stessa. 
Dopo averli bene osservati nello stato di vita e senza l'aiato ^ 
reagenti, si distacca il vetrino e si fa evaporare il liquida 
tro; oppure, se i microrganismi sono mollo numerosi, ti 
buiscono in 3-6 coproggetti, si colorano e si 
con forti ingrandimenti nell'acqua o nel b"'' 
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Queste culture nei portoggetti incavati servono anche per istu- 
diare Fazione del disseccamento sulla vitalità dei microparassiti. 
Si preparano diiktti colle culture nette molti portoggetti nel modo 
anzidescritto, si tolgono quindi i vetrini e si lasciano disseccare: 
ad ogni quarto d*ora successivo si prende uno di questi vetrini , 
vi si aggiunge di nuovo una gocciolina di brodo e si toma a 
mettere sopra Tincavo del portoggetti, chiudendo l'ingresso all'aria 
per mezzo della vaselina. Dopo un certo tempo, dopo 24 ore circa, 
sì osservano tutte le culture al microscopio, e si vede in quali 
di queste i microrganismi hanno ripreso le loro proprietà vitali 
{accrescimento, mobilità) e in quali invece hanno perduto la vita. 

Questo metodo ha di&tti servito recentemente per istudiare 
la resistenza al disseccamento del microparassita colerigeno. 

Invece del brodo si possono usare anche altri liquidi, e questi 
si adoperano anche per avere culture in massa, quando si abbia a 
disposizione un materiale allo stato di purezza. Uno dei liquidi 
molto adoperati è il latte, il quale si ottiene sterilizzato in due 
maniere: esponendolo per 35 minuti alla corrente di vapor d*acqua 
nell'apparecchio a vapore, oppure col metodo del riscaldamento 
discontinuo, come si usa pel siero del sangue, ossia mantenendolo 
a 65-70* C. per i ora, per 5-6 giorni di s^^ùto. 

Metodo dell'infezione negli animali. 

Fra i metodi che servono per ottenere in cultura isolata una 
data specie di microparassiti avvi pur questo dell' infezione 
negli animali; metodo che si serve del substrato più acconcio, 
perchè è il più naturale, per lo sviluppo di questi esseri, valen- 
dosi della proprietà che hanno alcune specie di animali di oflHre 
un terreno propizio per la riproduzione di certi microparassiti 
Solamente. 

É al Roch (1) che si deve pure la scoperta di questo fatto e 



(1) KocH, Untersuchungen ùber die Aetiologie der Wundinfectionskranh' 
^eiten, Leipzig 1878. 



rappilcazione pratica, che è piena d'interesse; giaccoecm 
ogni probabilità l'infruttuosità delle ricerche, in molte malattie 
- che hanno evidentemente un carattere ìnlettivo, è dovuta a la- 
cune del metodo, al non essersi, cioè, ancora trovato il terreno 
adatto per la riproduzione di quei speciali microparassiti al di- 
ruori dell'organismo animale. 

Il Koch ha osservato che, inoculando i liquidi putrefatti nei 
topi di campagna e nei topi bianchì, muoiono questi ultimi sol- 
tanto per una forma di setticemia causata da un bacillo speci- 
fico, e che per mezzo d'innesti successivi, fatti col sangue dei 
topi infetti in altri topi, si ottiene nel sangue di questi animali 
una cultura netta di quella specie di bacilli. Altrettanto si ot- 
tiene a riguardo del bacillo dell'edema maligno, inoculando nelle 
cavie la terra dei giardini ; e così pure, inoculando ne' conigli i 
liquidi putrefatti, dopo alcuni innesti successivi si ottiene isolata 
nel sangue degli stessi un'altra specie di microi^anismi , egual- 
mente setticemici. 

Con questo metodo inoltre sì riesce ad ottenere isolata una 
certa specie di microparassiti, anche quando la stessa si sviluppa 
nell'organismo animale soltanto più rapidamente delle altre. 
Ognuno sa di fatti quanto facilmente i topi muoiono per innesto 
di carbonchio ; orbene, se s'innesta in questi un miscuglio di mi- 
croi^nismi che contenga fra gli altri anche quelli carbonchiosi, 
si ottiene sicuramente dopo pochi innesti successivi una cultura 
netta di questi bacilli. Il Carter ed il Koch sono riusciti in tal 
guisa ad ottenere culture nette degli *spìrocheti della febbre ri- 
corrente » nel sangue delle scimmie. 

Se un tal metodo si potesse applicare anche nella specie 
umana, si verrebbe a conoscere assai presto la causa di molte 
malattie evidentemente infettive, che ancora ci sfugge e che deve 
invece essere ricercata per altre vie , che sono più indirette ed 
in parte ancora da studiarsi, perfezionando i metodi di nomea 
attuali. 
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Metodo del riscaldamento. 

Debbo finalmente accennare ad un altro metodo, proposto da 
alcuni egualmente per le culture isolate, e che può anche es- 
sere utile in qualche caso, fondato sulla proprietà che ha ciascuna 
specie di microbi di resistere ad un grado diverso di temperatura. 

n Miguel, che ha fatto molti studi sul potere di resistenza 
delle spore pel calore, ha ottenuto isolato il «bacillus ureae» riscal- 
dando a 108* G. Tacqua che ne conteneva le spore. 11 B r e f e 1 d ed il 
Prazmowsky %i sono pure serviti dello stesso mezzo per se- 
parare dalle altre alcune specie di bacilli sporigeni: ma recen- 
temente il Gunning (1) ha proposto di valersi sistematicamente 
delibazione della temperatura elevata, per ottenere separate le 
varie specie di microbi. 

Evidentemente un tal metodo non acquisterà mai un valore 
generale, giacché può servire soltanto a separare i microbi 
senza spore da quelli che ne contengono. Avendo però a nostra 
disposizione altri processi assai più comodi e più sicuri, Timpor- 
tanza del riscaldajoiento, anche per lo scopo anzidetto, rimarrà 
sempre limitata a pochi casi ; poiché^ dato pure che si conosca 
esattamente il grado massimo di calore a cui resìste una data 
specie che si vorrebbe isolare, riscaldando il mezzo che la con- 
tiene fino quasi a quel punto, si uccideranno i germi che sono 
meno resistenti, ma non quelli che hanno pel calore un grado 
di resistenza eguale, od anche maggiore di quello ofierto da quel 
dato microrganismo. Ho voluto accennare tuttavia anche a questo 
metodo, sia perchè è stato proposto come metodo generale, sia 
perchè si può anche adoperare in certe circostanze, quando si è 
sicuri che non esistono nella miscela altre specie, che sieno egual- 
mente più resistenti al calore di quella che si vuole isolare. 



(1) Gunning, Beitrdge xur hygienischen Untersachung des Wcuser, Ar- 
chiv far Hygiene, Bd. 1, 1883. 



CAPITOLO vn 



TnsmlBgibilità dei mierorguiisiBi pstoseni 

Innesti — Autopsie. 



Fin qui si è parlato dei metodi che senrono per dimostrare la 
presenza dei micnq^arassiti neU^c^rganismo animale e per coltivarli 
al difuori di questo: ma quando sifiatte ricerche sono state co- 
ronate da saccesso e si sono trovati gli elementi parassitari ca- 
ratteristici della malattia, rimane ancora la parte più difficile 
e più decisiva d'altronde per stabilire T eziologia di un morbo 
infettivo, la dimostrazione, cioè, delle proprietà |>a/o^'efUb^ ed 
infettanti di quella certa specie di microrganismi 

Ho detto proprietà patogeniche ed infettanti, poiché le due 
espressioni non si equivalgono , ma corrispondono piuttosto a 
due concetti diversi. Didatti può un microparassita essere ca- 
pace di penetrare nelForgamsmo e renderlo ammalato, e tut* 
tavia non essere trasmissibile direttamente da un individuo ad 
un altro: sicché quando si é dimostrato il potere patogenico, 
resta ancora da provare se il parassita é o non trasmissibile 
agli individui della stessa specie o di specie diversa, n fine 
adunque a cui mira lo esperimento negli animali é duplice : 
anzitutto si deve ricercare se quella specie di microbi è pato- 
gena, no, ossia se é da considerarsi come la causa oppure 
come un elemento accessorio della malattia; in secondo luogo 
poi dobbiamo negli animali cercare di riprodurre l'infezione 
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nello stesso modo e per la stessa via, che si ritiene percorsa dal- 
l'agente infettivo nel produrre la malattia primitiva. Per far 
ciò lo sperimentatore deve in ogni caso cercare di attenersi, per 
quanto è possibile, alla regola generale che resperimento si 
faccia nelle condizioni più prossime a quelle naturali ; giac- 
ché per la riuscita dello stesso ha un'influenza notevolissima non 
solo la specie animale che si adopera, ma anche il modo e la via 
per la quale si pratica la trasmissione. Diremo in breve qualche 
cosa su di ciò, prima di esporre i vari modi di praticare gli innesti 
negli animali. 

Scelta degli animali. 

A questo riguardo regola generale si è di prendere anzitutto 
individui appartenenti alla stessa specie di cui fa parte V ani- 
male, nel quale si è primitivamente sviluppata la malattia ; se 
questo non è possibile, come nel caso di morbo infettivo della 
specie umana, si sceglieranno gli animali che sono immediata- 
mente affini. Per le malattie dell'uomo bisogna provare adunque 
anzitutto nelle scimmie : ed il Koch è riuscito infatti a riprodurre 
la febbre ricorrente in questi animali, inoculando loro il paras- 
sita caratteristico. 

Ma le ricerche non devono rimanere limitate agli individui 
della stessa specie o di quelle affini, ma deve estendersi anche 
alle altre specie animai; ed anzi questa seconda parte delle 
ricerche è di grande interesse per l'igiene, poiché serve per 
iscoprire le possibilità di diffusione della malattia infettiva. Del 
resto le prove di infezione sui vari animali sono anche impor- 
tanti da un altro punto di vista, dal punto di vista, cioè, dell'at- 
tenuazione del potere patogenico che subiscono alcuni micropa- 
Tassiti, fatti sviluppare per un certo numero di generazioni 
-successive nell'organismo animale. 

Si è già visto quale e quanta diCTerenza vi sia nell'intensità 
^©I potere patogenico, che esercita uno stesso microparassita sugli 
^^ctimali, secondo la specie ed anche secondo la varietà degli stessi, 
^-^^5ondo Vetà e secondo le condizioni dell'innesto (V. Gap. I). 
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La scelta degli animali ha adunque una grande importanza, 
giacché si può cadere in errori grossolani, se si usano indiCTeren- 
temente animali di specie diversa, oppure animali della stessa 
specie, ma di età differente. Bisogna andare perciò molto cauti, 
prima di giudicare della immunità che acquisterebbero artifi- 
cialmente alcuni animali per certe malattie ; e volendo tare con- 
fronti, si devono sempre adoperare individui eguali in tutto, an- 
che nell'età. 



Località e modo di fare g? innesti. 

Altrettanto importante che la scelta degli animali è quella 
della località dove praticare lo innesto e la maniera di ese- 
guirlo. Ho già detto che si deve per l'infezione artificiale te- 
nere la stessa via che si sa, o che si suppone, essere stata seguita 
dal virus infettante per produrre la malattia naturale; e quando 
questa non sia nota, bisogna tentare successivamente tutte le 
strade, cambiando ad ogni volta le condizioni dello esperimento. 

Non è più il caso di ripetere quanto già si è detto a riguardo della 
disposizione locale e del diverso modo di reagire dell'organismo allo stesso 
virus, inoculato in luoghi diversi. Debbo aggiungere soltanto che una grande 
influenza esercita pure la qf4antità del materiale che si innesta, e che in ge- 
nerale non se ne deve introdurre una quantità troppo grande, per evitare la 
possibilità di un' azione concomitante di sostanze chimiche solubili, velenose, 
che talora si formano per opera dello scambio materiale dei microrganismi, 
e che potrebbero benissimo produrre un avvelenamento, invece delPinfezione 
che si vuole ottenere. Ciononostante in certi casi basta una piccolissima quan^ 
tità, ed in altri invece è necessaria la introduzione di un gran numero di 
microbi per produrre la infezione. Un'altra avvertenza, pure indispensabile, 
è quella di ripetere le esperienze in un gran numero di animali e di fame 
sempre altre di controllo, innestando in una lunga s^rie di animali, da uno 
all'altro successivamente, i prodotti patologici (sangue, pus) degli animali 
morti in precedenza e le culture ottenute da questi stessi prodotti. 

Si deve adunque escludere in ogni caso la possibilità di una 
morte accidentale, ripetendo l'esperimento in molti animali, e di- 
chiarare infettante un dato virus, solamente quando sia stato ino- 
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culaio in quantità cosi piccola, che la sua riproduzione ed il suo 
accrescimento neirorganismo animale sia posto fuori di dubbio. 
I modi principali di fare gli innesti sono i seguenti: 

Innesto cutaneo. 

In questo si applica il materiale infettivo sulla pelle privata 
deW epidermide j senza che la lesione arrivi al tessuto sottocutaneo. 
È questo il caso in cui si ha l'innesto nel vero e proprio signi- 
ficato della parola; ma ora Fuso della stessa si è esteso a si- 
gnificare l'introduzione di vincs nell'organismo animale, fatta 
in qualsiooglia Tnaniera. 

Questa specie d*innesto si pratica sulla pelle e sulla cornea. 
Nel primo caso si radono i peli, si lava bene colla soluzione di 
sublimato e quindi con alcool il punto in cui si vuol fare To- 
operazione, si £a con un coltello sterilizzato una piccola incisione 
superficiale, in modo da non oltrepassare lo spessore del derma e 
senza che sangue fuoresca, e vi si applica il materiale che con- 
tiene i microrganismi. 

Riguardo al punto di pelle ove fare lo innesto, in generale si 
deve scegliere una parte dove T animale non giunga a leccarsi, 
ma che in pari tempo sia facilmente accessibile air osservazione. 
Il miglior sito nei conigli, ed anche nelle cavie, è la superficie 
intema dell^orecchio vicino alla base. Si netta la cute nel modo 
suesposto, si praticano 2 o 3 ferite lineari, superficiali e paral- 
lele e si inquinano colla sostanza infetta. Nei topi si riesce in- 
vece difficilmente a limitare la lesione alla cute soltanto. 

Nella cornea si opera egualmente, esportando con un bistori 
una porzione di epitelio ed applicandovi il materiale da innesto : 
se i microbi si sviluppano, si vedono penetrare nello spessore della 
cornea con figure di stella. Si può anche, ed è forse meglio, fare 
lo innesto pungendo la cornea con un ago da vaccinazione, ba- 
gnato nel materiale infettante. 

È da osservare che T innesto semplicemente cutaneo non 
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offre una garanzia assoluta contro un possibile inquinamento con 
altri germi, rimanendo le lesioni di continuo a contatto dell'aria 
e sottoposte perciò all'influenza degli agenti estemi. 

Innesto sottocutaneo. 

Questa forma d* innesto è più comunemente usata e si può 
fare in due maniere. Si può anzitutto radere i peli in una data 
regione, pulita colla soluzione di sublimato e coll'alcool, prendere 
con una pinza una piega della pelle e farvi con una sonda 
smussa o colla punta di un coltello una specie di saccoccia, 
scollando per un certo tratto la cute dai tessuti sottostanti. In 
questa saccoccia si introduce il materiale infettante, preso colla 
punta del bistori o coir ago di platino sterilizzato. Nei topi si 
pratica quasi sempre 1* innesto sottocutaneo, scavando la tasca 
nella cute del dorso alla radice della coda. — Per praticare la 
saccoccia sottocutanea ed introdurvi entro il materiale, senza 
pericolo di toccare la pelle ed i peli vicini, serve bene uno stru- 
mento semplicissimo, che viene usata nel laboratorio di anatomia 
patologica di Torino. È composto da due aste metalliche acumi- 
nate, divaricabili fi:*a di loro a mo*di compasso: quando queste 
sono ravvicinate, costituiscono un ago, che sterilizzato alla 
fiamma serve a perforare la cute ed a scollarla dai tessuti sot^ 
tostanti; e se invece si divaricano, si può sulla guida delle stesse 
introdurre Tansa di platino col materiale infettante. 

La seconda maniera di fare questo innesto è Viniezione sot- 
tocutanea, fatta per mezzo della siringa Pravaz, modificata 
dal Koch. Si sterilizza la siringa, si stempera nell'acqua 
distillata e sterilizzata il materiale che si vuole innestare e si 
inietta sotto la pelle dell'animale. Questo secondo modo è forse 
migliore del primo, perchè esclude qualsiasi possibilità di inqui- 
namento dallo esterno. Anche in questo caso si deve, come al solito, 
tagliare i peli e lavare la località con liquidi disinfettanti. 

Si può anche fare con vantaggio l'innesto nella camera ante- 
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r^l9re dell' occhio, specialmente quando si tratta di forme di mi- 
crorganismi che si sviluppano lentamente; giacché si può cosi 
osservarne gli effetti suiriride, quando è già scomparso qualsiasi 
residuo di reazione infiammatoria. La tecnica per l'innesto nella 
camera oculare anteriore è uguale press' a poco a quella dell'iri- 
dectomia. Si afferra con una pinza una plica della congiuntiva 
e si tira il hulbo da una parte; si penetra con un histori lan- 
ceolato nell'interno della camera anteriore, passando pel limite 
corneale, se ne volge la punta verso la cornea e si ritira fuori; 
avendo quest'avvertenza si evita che, fuoruscito l'umore acqueo, 
l'iride e il cristallino vengano lesi dalla punta del histori. Il 
materiale s'introduce colla punta del coltello stesso, se si tratta 
di culture isolate, oppure con una pinza iridea, quando si vuole 
introdurre piccoli pezzetti di tessuti contenenti microhi. Questo 
metodo serve assai hene per ottenere le culture dei bacilli della 
tubercolosi, i quali si sviluppano assai tardi e sono perciò per lo 
jnù vinti dalla concorrenza di altre forme di microrganismi, coi 
quali si trovano uniti accidentalmente o in causa di altri pro- 
cessi morbosi, che decorrono talora paralleli alla tubercolosi. 



Innesto nelle cavità sierose. 

Non v'ha nulla di speciale nella manualità di questo innesto, 
il quale si deve compiere colle stesse avvertenze indicate per 
l'iniezione sottocutanea. Si radono i peli nelle regioni laterali del 
torace (cavo pleurico) o in quella dell'addome (cavo peritoneale), 
si disinfetta, e quindi colla siringa, previamente sterilizzata e 
riempita del materiale da iniettare^ si caccia dentro le cavità 
sierose il quantitativo di Uquido che si desidera. Per eseguire 
quest'operazione basta semplicemente tener disteso l'addome 
dell'animale, messo in posizione supina, ed infiggere dentro obli- 
quamente l'ago della siringa, finché si sente che cessa ogni resi- 
stenza: a questo punto si è sicuri di essere penetrati in cavità, 
senza aver leso l'intestino; si spinge allora con cautela l'ago un 
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poco più addentro, parallelamente alle pareti dell* addome, e si 
inietta il liquido. 

Si può anche fare una piccola apertura nelle pareti addo- 
minali, introdurre direttamente nel cavo peritoneale il materiale 
da innesto coU'ago sterilizzato e quindi ricucire, coprendo la fe- 
rita con collodion misto a iodoformio. 



Iniezione intravenosa. 

Si pone allo scoperto il vaso sanguigno, che per lo più è la 
vena giugulare o la crurale, con tutte le cautele antisettiche, si 
fanno passare al disotto della stessa due fili, distanti 2-3 cm. 
circa Tuno dall' altro, per fare le legature necessarie, e quindi 
s'introduce 1* ago della siringa entro la vena , nello spazio si- 
tuato fra i due fili; si lega il vaso attorno air ago-cannula col 
filo situato verso la periferia, per impedire che fuoresca il 
sangue, e si spinge dentro il liquido cautamente, a poco a poco. 
Bisogna far bene attenzione a che il liquido non contenga alcuna 
bollicina d*aria, essendo noto che 1* introduzione di questa nel- 
Talbero venoso produce la morte immediata deir animale. Fatta 
l'iniezione, si chiude coU'altro filo l'estremità centrale del vaso, 
si ritira la cannula , si lega anche l' estremità periferica della 
vena e si cuce la ferita come d'ordinario. 

L'operazione dell'intredarre Vago nella vena e di chiudere col filo Fo- 
scita del sangue dev' essere fatta colla massima sollecitudine, per prevenire 
possibilmente la coagulazione del liquido sanguigno che viene a contatto 
dell'ago, e quindi la chiusura dei lume di questo. Per ovviare a tale in- 
conveniente, che compromette spesso Tesito dell'operazione, io uso introdurre 
prima Tago-cannula, distaccato dal corpo della siringa, con entrovi il filo 
metallico che impedisce l'ingresso del sangue; fatta la prima legatura, ri- 
tiro il filo metallico, innesto la siringa, appena vedo il sangue venir fuori 
dall'estremità esterna della cannula, e spingo dentro il liquido immediata- 
mente. Con tutto ciò r iniezione intravenosa, specialmente nelle cavie che 
hanno le pareti dei vasi molto sottili, riesce spesso abbastanza difficile ad 
eseguirsi colle dovute cautele. 
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Se si tratta di iniettare il materiale di culture isolate , si 
stempera questo nell'acqua distillata e sterilizzata come di solito ; 
se invece si vuol fare Tinnesto del sangue da un animale in un 
altro, si raccoglie il sangue in un recipiente colle solite pre- 
cauzioni, si diluisce con acqua sterilizzata e si inietta immedia- 
tamente. 

Circa alla quantità di materiale che si deve iniettare, ossia 
circa al grado di diluzione ed al numero di goccie di liquido ne- 
cessarle per produrre l'infezione, non si può dare alcuna regola 
generale: è necessario perciò in ogni caso stabilire con espe- 
rienze ripetute il « minimum » di materiale virulento, che è atto 
ancora a produrre l'infezione. 

Infezione artificiale per la via degli organi digerenti. 

Il mezzo di introdurre nell'organismo animale il materiale 
infettante, misto al cibo, per la via degli organi digerenti è uno 
di quelli che dev'essere messo in uso più di frequente, se si vuol 
rintracciare la via naturale che ha percorso il parassita per pe- 
netrare nell'organismo. É difatti l'apparecchio digerente una 
delle parti del corpo che ha commercio più diretto col mondo 
estemo, ed i cibi e le bevande possono servire da veicolo ai 
germi di molte malattie. 

Questo modo di inoculazione artificiale dei virus infettanti va 
inteso nel senso, che venga esclusa nel farlo la possibilità di una 
lesione di continuo nel rivestimento epiteliale, che tappezza la 
superficie del canale digerente , altrimenti si avrebbe il caso 
di un sempKce innesto intra- o sotto-mucoso, secondo la profon- 
dità della lesione. Prima condizione adunque nell' eseguirlo si è 
di usare cibi di tal natura, che non possano produrre lesioni 
della mucosa, per quanto però riesca impossibile di escludere 
in modo assoluto V esistenza delle stesse. Si usa perciò di me- 
scolare le culture dei microbi con sostanze liquide (acqua, brodo, 
latte), le quali vengono ingoiate senza previa masticazione e 
non possono produrre alterazione alcuna della mucosa. Per gli 
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animali gi^andi si può, come hanno fatto Koch, Gaffky e Lòf- 
fie r per produrre l'infezione carbonchiosa, prendere un cubo 
di patata fresca, tagliarvi una fetta a mo' di coperchio, dare 
un incavo nel cubo e porvi dentro il materiale infettante. Il pezzo 
di patata cosi preparato si spinge entro la bocca deiranimale fino 
alla radice della lingua, in guisa che venga ingoiato senza masti- 
cazione. Si possono preparare egualmente cubetti di albumina 
coagulata. 

Le ricerche fatte finora con un tal metodo ne insegnano che i bacilli senza 
spore vengono uccisi dall'acidità del succo gastrico, e che invece le spore 
resistono e possono produrre Tinfezione. Bisogna adunque, quando ne sia il 
caso, fare contemporaneamente le esperienze coi bacilli contenenti spore e 
con quelli privi di spore; e quando i microbi non sono sporigeni, si proda^ 
ranno artificialmente quelle condizioni le quali, ostacolando Fazione del succo 
gastrico addo, facilitano Tinfezione. 

Cosi si può produrre un catarro gastro-enterico acuto, propinando i dra- 
stici, oppure fare T iniezione nel duodeno, come hanno fatto Nicati e 
Rietsch(l) per T inoculazione dei microbi colerigeni. Per fare que^* ope- 
razione si lega l'animale, si tagliano i peli nella regione addominale e si 
disinfetta. Si copre il ventre dell' aniinaie con un pezzo di carta cautschuc , 
che abbia un'apertura corrispondente alla lunghezza della linea alba, si incide 
la parete dell'addome lungo questa linea, si cerca rapidamente l'estremità 
pilorica dello stomaco e si segue lungo l'omento fino al duodeno, entro il 
quale si inietta finalmente il materiale colla siringa Pravaz. Si ricuce 
l'addome e si medica la ferita con collodion e iodoformio. Inutile quasi che 
ripeta che gli strumenti, il filo, ecc., devono tutti essere accuratamente ste- 
rilizzati. 

Infezione artificiale per le vie respiratorie. 

Anche Tintrodurre il virus per mezzo dell'inalazione, sa- 
rebbe uno dei modi di esperimento che più si avvicinerebbe alle 
condizioni naturali, in cui si ritiene almeno che avvenga l'infezione 
in molti casi di malattia. Disgraziatamente però i metodi che si 
usano per tale oggetto sono molto imperfetti, e non se ne co- 
nosce ancora alcuno che offra guarentigie sicure contro la pos- 
sibilità che l'infezione avvenga per un'altra strada. 



(1) NiGATi e RiBTSCH, Somaino medicale, 1884, No. 38. 
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Difatti l'inalazione attraverso la fistola tracheale non esclude 
la possibilità delFinfezione per la ferita della trachea; neir ina- 
lazione attraverso la bocca ed il naso può il materiale infet- 
tante essere in pari tempo deglutito; e finalmente anche nel 
terzo metodo, proposto dal Buchner, di tenere V animale im- 
merso in un' atmosfera in cui si polverizza il liquido infetto, 
non rimane esclusa la possibilità dell'infezione da una qualsiasi 
piccola lesione di continuo, che esista sulla superficie del corpo. 

Autopsie. 

Allorquando si è constatato che coU'innesto del materiale puro 
di cultura di certi microrganismi gli animali ammalano e muoiono, 
il nostro compito non è ancor terminato. Trattandosi di ricerche 
cosi delicate, non basta soltanto la prova, ma è necessaria anche la 
riprova; e questa si ottiene facendo sviluppare la stessa specie di 
microparassiti da un animale in un altro, per 3-4 generazioni 
consecutive, e trasportandoli da questi nei mezzi di nutrizione 
artificiali fino a che, osservando costantemente il riprodursi delle 
stesse proprietà biologiche, si può concludere con certezza che 
la causa delle alterazioni morbose è riposta realmente nello svi- 
luppo di quella forma di microparassiti. 

Per prendere il materiale per gli innesti e per le culture suc- 
cessive, è necessario sezionare il cadavere degli animali morti 
e fare in modo che nessuna impurità si aggiunga dall'esterno a 
turbare l'andamento dell'esperienze. Per ottenere ciò sono due le 
regole principali che si devono osservare. Anzitutto l'autopsia 
deve farsi immediatamente dopo la morte, e questo perchè nel- 
l'organismo animale privo di vita i microrganismi, contenuti nel- 
l'interno, si sviluppano subito con istraordinaria rapidità; e nel fare 
lo esperimento noi vogliamo invece conoscere il modo di diffusione 
e l'intensità dello sviluppo dei parassiti, quale è durante la vita. 
E noto inoltre con quanta rapidità avviene la putrefazione nei 
casi di malattie infettive, per cui è preferibile anzi, quando si 
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paó, accidere Taniinale poco prima che muoia ed osservarne le alte- 
razioni inteme, come in appresso. — La seconda precauzione da 
prendersi, per evitare le impurità, è quella di adoperare strumenti 
accuratamente disinfettati. A tal uopo si sterilizzano sulla fiamma, 
: avella stufe a secco a 150"* C, un certo numero di coltelli, for- 
aci e pinze e si pongono sotto una campana di vetro, perchè si 
r»i>?ddino al coperto dalla polvere. 

L animale si distende supino su di una tavoletta di legno, fis- 
^7>5.HO <u questa (quando si tratti di piccoli animali, cavie, topi 
^ %xxikU) per le quattro estremità con altrettanti spilloni di 
jo»i.K Sì comincia dal tagliare i peli lungo tutta la linea me- 
àìM ^1 corpo, ove dev' essere fatta Tincisione della cute, e 
s. ìiT« 4ttindi accuratamente colla soluzione di sublimato: si incide 
UL ^^«e con un bistori, se Tanimale è grande, oppure si taglia 
«vìfe iKTrbici sollevandola colle pinze, se V animale è piccolo, e 
< ^\ibi dai due lati per avere un largo campo di operazione, 
jctv« Jella cute e delle impurità che vi sono aderenti. Nel pro- 
s^ip>tjcv la sezione, regola generale si e di cambiare VisU^mento 
<isrmAìto ad ogni nuova incisione che si deve fare. 

^ìnesta precauzione è necessaria per evitare che germi estranei 
jij^ifctKano al coltello nelFatto che si taglia la cute o gli strati 
sttMCflciali. e si mescolino poi col materiale da coltivazione. Dopo 
^x^c^ tagliato la cute, si arroventano adunque sulla fiamma le 
^j^j^ bistori e le forbici adoperate e si pongono a raffreddare 
^^1 una campana, prendendone altri già sterilizzati. 

^ comincia dairaprire la cavità del torace, praticando nella 
^y^ toracica una finestra sufficientemente ampia, perchè sia 
^^^ jUo scoperto il cuore e la superficie dei polmoni. Qui, se 
di esaminare il contenuto pleurale, se ne prende una pic- 
Mantità coiransa di platino sterilizzata e si distende su tre 
coproggetti, che si coprono e si lasciano disseccare, 
nrunti cosi per Tulteriore esame coi reattivi coloranti. 
_ igsaono fare ugualmente innesti nella prelatina, nel siero 
^g-^ e sulle patate alla maniera ordinaria. Nel caso spe- 
1 -ttberci>losi polmonare, si taglia via un nodicino colle 
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forbici previamente arroventate, si schiaccia fra le lame di due 
coltelli e coiransa di platino si distende questa massa sul siero 
di sangue solidificato. Questo si fa quando si tratta di nodi mi- 
liari, i quali sono resistenti ; ma quando il tubercolo è già casei- 
fii^to, basta tagliarlo e prendere il materiale dal centro coll^ansa 
di platino. Per esaminare il succo polmonare, si dà un taglio al 
viscere colle solite avvertenze e se ne raccoglie il succo, ra- 
schiando la superficie di sezione colla lama del bistori o coll*ansa 
di platino sterilizzata. 

Per esaminare il sangue del cuore, si apre il pericardio, si 
afferra la punta del cuore oon una.. pinza e si apre T orec- 
chietta destra, raccogliendo il sangue immediatamente coffji|^ 
di platino. 

Colle stesse regole si procede quindi all*apertura della cavità 
dell*addome, facendo preparati microscopici col succo del fegato, 
della milza e del rene, preso colle cautele anzidescritte, ed esami- 
nando anche il contenuto peritoneale , intestinale e quello della 
vescica, per osservare se accade la eliminazione degli elementi 
estranei parassitari per mezzo dell'apparecchio uropoietico. Inutile 
che ripeta che collo stesso material^, ottenuto da questi vari organi 
(specialmente col succo della milza), devono f!8a:*si anche le colti- 
vazioni di controllo. Trattandosi di organi molli, si può anche 
estrame il contenuto afferrandoli con due pinze sterilizzate e 
tirando fino a stracciarli, per prendere poi coU'ansa di platino 
il succo dairintemo, che non è stato cosi toccato da nessuno 
istrumento. 

Non ho bisogno di insistere ulteriormente sul modo di esami- 
nare gli altri organi e tessuti dell'organismo : mi basti soltanto 
di aggiungere che non deve mai essere trascurato l'esame di 
nessun organo, se si vuole acquistare una nozione esatta e com- 
pleta del modo di distribuzione dei microparassiti nell'interno 
degli stessi. 

Finalmente di ciascun viscere si prenderà un pezzo e si Cara 
indurire nell'alcool assoluto, per poterne fare sezioni e prepa- 
rarle per l'esame coi mezzi di colorazione più adatti. 

16 
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Quando si tratta di trarre il materiale per le culture da organi, che 
sono stati estratti dal cadavere già da qualche tempo, si può, come con- 
siglia il Gaf fky (1), dopo avere lavato il viscere colla soluzione di subli- 
mato, fare una grande incisione longitudinale che comprenda la totalità del 
viscere stesso ; si fa quindi con un secondo coltello un'altra incisione in di- 
rezione perpendicolare sulla nuova superficie di sezione, senza giungere però 
fino alla periferia, e finalmente se ne fa una terza nello stesso modo, per 
prendere da quest' ultima superficie di taglio il materiale per le osservazioni 
e per le culture. 

Questo però si può fare soltanto quando Tergano ha una certa gran- 
dezza. Ordinariamente, come consiglia il Lóffler(2), è preferibile tenere 
immerso il viscere in una soluzione di acido fenico al 5®/o per 5 minuti, 
per uccidere i microbi che si trovano alla superficie, tenerlo quindi per al- 
trettanto tempo nella soluzione di sublimato all'I ^/q per uccidere le spore, 
se ve ne sono, e finalmente, dopo averlo bene asciugato con carta bibula, 
tagìkme dalla superficie verso Tintemo una serie di sezioni , cambiando il 
coltello per ciascuna di queste, finché si è giunti nel centro dell'organo, 
donde si prende il materiale nella maniera anzidetta; oppure se ne strac- 
ciano via alcuni pezzi colle pinze arroventate, come già si è accennato. 



(1) Gaffkt, Zur Aetiologie des Abdominaltyphus. Mitth. a. d. kais. Ges. 
fìd. II, p. 386. 

(2) LòFFLER, Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. II, p. 451. 
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Come appendice a tutto quanto è stato esposto relativamente 
ai metodi di ricerca, aggiungiamo poche cose ancora sullo 



Studio delle proprietà biologiche 
dei microparassiti. 



<;he sono più interessanti a conoscersi per la pratica e per Ti- 
giene acciò che sia possibile di applicare con profitto gli agenti 
destinati ad impedirne lo sviluppo e la diffusione (disinfettanti). 

La prima cosa che si deve fare è, come si è detto, di ^pro- 
vare la suscettibilità pei microparassiti in molti animali di specie 
<liversa, per conoscere quali sono le possibilità di diffusione della 
malattia che si studia. 

Viene in seguito la ricerca dei varii mezzi di nutrizione in 
€ui è possibile lo sviluppo del parassita, e quella del modo suo 
di crescere in ciascun mezzo. E qui è, interessante di conoscere 
se i microrganismi hanno proprietà peptonizzanti, ossia se sono 
atti a disciogliere ed a convertire in peptoni gli albuminati solidi, 
come sarebbero la caseina e la fibrina coagulata. A tal uopo si pren- 
dono alcuni fiocchi di fibrina o di caseina, precedentemente lavati 
con acqua sterilizzata, oppure alcuni dadi di albumina d*uovo coa- 
gulata e si pongono in altrettanti tubi da saggio con un poco di 
acqua sterilizzata. In alcuni tubi inoltre si pone, invece della 
semplice acqua, una soluzione di estratto di carne a 0,1 ®/o e di 
zucchero d'uva a 0,5 **/o. 

Si innesta in questi tubi il materiale di cultura, e si tengono 
in parte alla temperatura dell'ambiente e in parte invece nelle 
stufe. Si possono anche fare innesti nel latte sterilizzato, per ve- 
liere se i microbi producono la coagulazione della caseina con 
£c>rmazione di acido, e se disciolgono poi la caseina precipitata. 

Si dove anche ricercare se sviluppandosi producono sostanze 

iohe solubili, aventi le proprietà di fermenti, oppure se agi- 
i gli stessi individui cellulari ; osservando inoltre. 
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se producono materie velenose alcaloidifurmi (ptomaìne), le quali 
possono dar luogo a Tenoineni d'inlossicazione senza che stabbia 
una vera infezione, ossia senza riproduzione nell'oi^auismo degli * 
elementi parassitari. Ma del modo di studiare cotesti prodotti non 
possiamo discorrere, essendo argomento troppo esteso e di do- 
minio speciale della chimica tìsiolc^ica. 

Per istudiare il modo di comporlai'si dei microrganismi, ot- 
tenuti in culture isolate, verso la temperatura, si deve deter- 
minare anzitutto il grado più basso di calore a cui comincia lo 
sviluppo, poi quello che è più favorevole per lo accrescimento 
ed infino la temperatura in cui lo sviluppo slesso sì sospende, 
senza che avvenga ancora la morte dei microbi. Sì tiene perciò 
una parte dei tubi colle culture in una ghiacciaia, nella quale 
la temperatura oscilla d'ordinario fra -f 5" e + 8* C; una parte 
si pone in un vaso a parete doppia, dove si fa circolare conti- 
nuamente l'acqua fredda, ottenendosi cosi una temperatura fra 
8° e 15" C, oppure si tiene semplicemente alla temperatura del- 
l'ambiente; e finalmente la terza parte dei tubi si colloca nei 
termostati ad una temperatura superiore a quefia dell'ambiente 
stesso, da 15° fino a 37° C. {temperatura del sangue). 

In questa guisa sì determina il grado di calore nel quale 
sì ha il massimo dello sviluppo e dell'azione fisiologica {viru- 
lenza nel caso nostro) dei microrganismi. Si innestano perciò 
con questi alcuni tubi con sostanze di nutrizione solide ed altri 
contenenti liquidi nutritivi sterilizzati, e si determina il tempo 
nel quale si manifestano sulle sostanze solide le colonie in modo 
appariscente : si prende in pari tempo dalle culture fatte nei li- 
quidi un piccolo saggio di quando in quando, per osservare il 
momento in cui la cultura stessa ha raggiunto il massimo di vi- 
rulenza per gli animali, oppure il massimo di azione sul mezzo 
(il grado di acidità ad os.) nel più breve spazio di tempo. 
Questo grado di calore ottimo per lo sviluppo delle singole specie 
oscilla sempre entro certi limiti, al di là dei quali l'accrescimento 
dei microbi diminuisce, finché si arresta del tulio. È interes- 
sante pure di determinare questo gmdo di arresto dei fenomeni 
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vitali, e finalmente il grado di calore in cui si spegne anche 
la vita di questi esseri microscopici. 

Nello studio deirinfiuenza della temperatura viene in seguito 
la ricerca della possibilità di un'atlenicazione del potere pato- 
genico, mantenendo le culture per un certo tempo ad un dato 
grado di temperatura piuttosto elevato. Si è già visto che un 
tale studio è stato fatto in larga scala pel bacillo carbonchioso. 

Finalmente si deve ancora osservare, nelle specie provviste 
di spore, quale è il grado di temperatura più favorevole per la 
sporificazione, i limiti in cui questa è possibile e la temperatura 
in cui le spore si schiudono per riprodurre gli individui cellu- 
lari caratteristici. Tutte queste osservazioni si fanno nei tubi 
contenenti le varie sostanze di nutrizione, collocati nei termo- 
stati, oppure nelle < camerette umide da cultura » poste sul ta- 
volo riscaldante di Schultze, sotto il controllo diretto del micro- 
scopio. La determinazione esatta delFazione della temperatura 
sui fenomeni vitali dei microrganismi serve a stabilire il grado 
di adattamento degli stessi alle condizioni della vita parassitaria. 

Per determinare la temperatura che serve ad icccidere 
le spore, si usa un bagno maria con acqua semplice, oppure con 
acqua salata o con olio per le temperature superiori ai 100"* G. 
n fondo del bagno è coperto da una tavoletta di legno, perchè i 
tubi non poggino direttamente sulla parete metallica riscaldata : 
il coperchio è provvisto di una serie di fori per collocarvi i ter- 
mometri (a diversa profondità) e per introdurvi i tubi da saggio. 
— Il livello dell'acqua dev'essere superiore a quello del liquido 
entro i tubi. — Dopo una mezz'ora circa che questi sono nel bagno, 
ossia quando si può supporre che il contenuto degli stessi abbia 
raggiunto quella certa temperatura, si aprono, vi si introducono 
le spore agitando il liquido , si tengono ad una temperatura 
di 80°, OO**, lOO» G. ed anche superiore, se è necessario, per 
un lasso di tempo variabile, e quindi si prova se le spore sono 
ancora capaci di svilupparsi o se invece sono morte. Per istabi- 
lire ciò, si mescola una parte di liquido colla gelatina o col- 
Tagar-agar o col siero del sangue, e si mantengono queste so- 
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stanze a quel grado di temperatura che si sa essere più favorevole 
alla germinazione delle spore; oppure se ne fanno innesti negli 
animali, provando infine, come propone il Buchner, se le spore 
hanno acquistato la proprietà di colorarsi, il che è un indizia 
della perdita della loro vitalità. 

L'influenza del calore secco si esperimenta bagnando alcuni 
pezzi di filo dì seta nel materiale contenente i bacilli con le 
spore ed in quello senza spore : si fanno disseccare e si sottopon- 
gono, ponendoli nei vetrini da orologio, a diversi gradi di tem- 
peratura per un tempo variabile. Si prova quindi la vitalità dei 
microbi nei modi anzidetti. 

L'influenza del disseccamento semplice si studia ponendo 
una goccia del liquido che contiene i microbi sopra un certo nu- 
mero di vetrini coproggetti, e lasciandoli disseccare al coperto 
dalla polvere. Di giorno in giorno, o di ora in ora, si pone sopra 
lo straterello essiccato una goccia di liquido nutritivo sterilizzato, 
e si capovolge il vetrino sopra un portoggetti incavato, chiuden- 
done i margini con parafllna o con vaselina, per impedire la 
evaporazione e l'ingresso alle impurità. Ponendo i microrganismi 
in condizioni favorevoli di temperatura, si vedono muoversi e 
svilupparsi di nuovo, quando sono ancora in vita, oppure nel 
caso contrario si constata col microscopio la cessazione dei fe- 
nomeni vitali. — I bacilli del carbonchio disseccandosi produ- 
cono spore (esaurimento del materiale di nutrizione), le quali si 
mantengono vitali allo stato secco anche per mesi, mentre il vi- 
brione colerigeno, che non produce le spore, muore assai presto 
per opera del disseccamento. 

Rimarrebbe ancora a parlare del modo di stabilire il valore dei 
disinfettanti ; ma a questo riguardo debbo limitarmi ad accennare 
che razione di siflatti mezzi, liquidi od aeriformi, deve essere 
provata tanto sulle forme vegetative ordinarie, quanto sulle forme 
durevoli (spore), quando ne è il caso : l'azione degli stessisi deve 
poi considerare realmente efficace, non quando si limita ad impe- 
dire ad arrestare lo sviluppo dei microrganismi, ma soltanto 
allorché serve a distruggere la vitalità dei bacilli e delle spore. 
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Se si tratta di liquidi, si preparano in soluzione, a diverso 
grado di concentrazione, entro un certo numero di bottigliette o 
di tubi di saggio, e vi si tengono immersi per un tempo variabile 
i fili di seta impregnati del materiale contenente i microrganismi 
(con e senza spore), fissati col disseccamento. Dopo un certo tempo 
si estraggono i fili con una pinza sterilizzata, si lavano con acqua 
egualmente sterilizzata e si pongono nella gelatina o negli altri 
mezzi di nutrizione, per vedere se i microbi sono ancora capaci 
di sviluppo. Per controllo si pongono contemporaneamente negli 
stessi mezzi di nutrizione altri fili impregnati nello stesso ma- 
teriale, sui quali però non si è fatto 'agire il liquido in prova, 
ed altri lavati semplicemente coli* acqua sterilizzata. Si deve 
anche esercitare un altro genere di controllo, innestando sotto 
la cute degli animali i fili di seta su cui si è fatto agire il li- 
quido disinfettante. 

Se si tratta di provare l'azione disinfettante dei gaz, si usano 
qualmente i fili di seta contenenti il materiale coi mìcrobi, 
ponendoli a contatto coi vari gaz neir appareccliìo usato dai 
D/^ Fischer e Proskauer(lX che consiste in una bottiglia 
di vetro, posta in comunicazione da una parte con un aspiratore 
e dairaltra colla sorgente di produzione del gaz. 



(1) Fischer e Prosrauer, Ueber die Desinfectùm mit Chlor und Brom^ 
Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. II, 1884, p. 228. 



CAPITOLO Vili 



Descrizione biologica 
dei principali microrganismi patogeni 



Bacillo del carbonchio. 

È uno dei microparassiti primi scoperti, ed è forse quello 
che è stato studiato più completamente d*ogni altro sotto tutti i 
rapporti. 

Scoperto nel 1S50 da Rayer e Da vai ne ed osservato 
quindi dal Pollender (1) nel 1855, fu poi studiato da Brauell, 
da Davaine e da BoUinger, il quale distinse il vero car- 
bonchio dal cosidetto « carbonchio sintomatico »: in seguito 
venne meglio conosciuto nelle sue proprietà morfologiche e fisio- 
logiche per gli studi del Koch (2), del Pasteur (3) e di 
Buchner (4). 



(1) PoLLENDXB, Mikroshop. tmd mikroch. Untersuch. des Mihbrand- 
blutes 1855. 

(2) Koch, Die Aetiologie der Milzbrand-hranhheit^ ecc. Gohn*8 Beitrige 
Bd. II, 177, 1876. 

— Lo stesso, Zur Aetioloaied. Milzbrandes ^ìMiiìi. a.d. kais. Ges. 1881. 

— Lo stesso, Uéber Milzbrandimpfung. Kassel u. Berlin 1882. 

— KoGH, GAFFRy e LòppLER, lavoro citato. 

(^) Pasteur, Étude sur la maladie charbonneuse, Compt. rend. 1877, 
t. 84, p. 400. 

— Lo stesso, Charbon et sepHcémìe^ CompL rend. 1877, t. 85. 

— Lo stesso, Sur la vaccinaiion charbonneuse^ Compt. rend. 1883. 

— Lo stesso, La vaccination charbonneuse. Reponse au doct. Koch. 
Revue scientifique. 20 jan. 1883. 

(4) Buchner, Yersuche ùber d. Entstehung d. Milzbrandes d. Einath- 
mung, in Nàgeli's Untersuch. ùber nied. Pilze. — Lo stesso, Ueber die 
experim. Erzeuffung d. Milzbrandcontaaiums aus d. Heupilzen , Ibid. — 
Lo stesso. Die Umwandlung der Milzbrandbacterien in unschddliche 
Bncterien und die Entgegnung Kocìis an Pasteur. Virch. Arch. Bd. 91, 
188:5, p. 410422. 
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I bastoncini del parassita, quali si osservano nel sangue di ani- 
mali affetti da carbonchio (Tav. 2% flg. X e XI), hanno una lun- 
ghezza variabile da 5-20 ^, una larghezza di 1,0-1,25 )i e si molti- 
plicano per scissione trasversale. Accade spesso di vedere questi 
bacilli con una linea di segmentazione nel mezzo, che appare 
manifesta specialmente nei preparati che non sono stati esposti 
airazione del calore; si vedono anche talora nello stesso punto 
i bacilli ripiegati ad angolo. La segmentazione dei bacilli carbon- 
chiosi, che nei preparati tinti coi colori bruni di anilina appare 
evidente, sotto forma di linee chiare che dividono i bacilli o i loro 
filamenti in altrettanti sementi, è una delle proprietà caratte- 
ristiche che serve a differenziarli da altre forme consimili. 

Nel bacillo carbonchioso non sono stati finora osservati or- 
gani di movimento; ed è di&tti realmente immòbile, ossìa sprovvisto 
di movimenti propri. Questa è pure una proprietà che lo distingue 
dal « bacillus subtilis », il quale invece ò mobilissimo. Appar- 
tiene alla classe degli aerobi di Pasteur, ed è forse perciò 
che neirorganismo animale si sviluppa solamente entro i vasi, 
ossia in mezzo al sangue che è ricco di ossìgeno, e non si trova 
mai nei muscoli o negli altri tessuti poveri di questo gaz. Proba- 
bilmente dallo stesso motivo dipende il fatto, che nella malattia 
prodotta da questo parassita manca qualsiasi traccia di processo 
infiammatorio nei tessuti. — Nel sangue si trova sotto forma di 
bastoncini o di filamenti, non però cosi lunghi come si hanno 
quando si coltiva il microbo artificialmente. — Neirinterno del- 
Torganismo animale i bacilli non producono mai spore. 

La temperatura più favorevole al suo sviluppo oscilla fìrai 
3040® C: al disotto di 15** e al disopra di 43* lo sviluppo si ar- 
resta, come quando manca Tossigeno. Date le condizioni favore- 
voli, i bacilli crescono anzitutto in lunghi fili che si intrec- 
ciano fhi di loro e possono raggiungere persino la lunghezza di 
cento bacilli uniti insieme. Dopo un certo tempo, variabile se- 
condo il grado di temperatura, il contenuto cellulare, che prima 
era chiaro ed omogeneo, si fa granuloso; compaiono neirinterno 
dei filamenti alcuni corpicciuoli splendenti, che poi crescono e 
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costituiscono le spore. In uno stadio ulteriore di sviluppo i fili si 
spezzano e le spore diventano libere. 

Condizioni indispensabili per la sporificazione di questi ba- 
cilli sono YumicUtà, un certo grado di calore e fors'anche Xesaxi- 
rtmento del materiale nutritivo. Fra 30-40* C, dopo 24 ore lo 
sviluppo dei bacilli è compiuto e si hanno le spore ; a 25"" G. il 
tempo necessario a che le spore si formino sale già a 35-40 
ore; a 23*^ G. sono necessarie 48-50 ore; a 21** G. 72 ore; a 18** C. 
cominciano a comparire le prime spore soltanto dopo 5 giorni, a 
16^ dopo 7 giorni ed in numero scarso. Al disotto di 16** la spo- 
rificazione non avviene (Koch). 

Ciascuna spora è ovoidea e circondata da una massa ro- 
tonda, vitrea e trasparente. Riguardo al modo con cui avviene 
la germinazione delle spore, esistono ancora divergenze (Ira co- 
loro che hanno cercato di determinarlo. 

I bacilli del carbonchio crescono assai bene, come sapr^fiti, 
nei mezzi di nutrizione più svariati, quando però la reazione 
degli stessi non sia acida. Si sviluppano nei decotti di fhitta, nei 
succhi di piante, nelFinfuso di piselli, in quello di fieno neutra- 
lizzato, neirurina neutra, nel brodo e nei mezzi di nutrizione 
solidi del Koch. Sulle patate crescono benissimo e sporificano: 
fliudificano la gelatina, sviluppandosi in questa sotto forma di 
fiocchij che precipitano al fondo lasciando limpido il liquido so- 
prastante. Le culture del bacillo nella gelatina distesa sui coprog- 
getti, osservate al microscopio con un ingrandimento debole 
e con diaframma stretto, hanno un aspetto assolutamente carat- 
teristico, che permette di difierenziarle dalle altre specie con- 
simili e di riconoscerne la purezza; le colonie appaiono sotto 
forma di filamenti lunghi e grossi, che si ripiegano al margine 
e si intrecciano in mille modi e in ogni senso, formando una 
rete veramente elegante. 

I bacilli muoiono facilmente per opera della temperatura 
bassa od elevata, pel disseccamento e per la putrefazione: le 
spore invece sono assai resistenti (V. cap. I.). 

II bacillo carbonchioso è uno squisito parassita e trova nel 
sangue di molte specie di animali un terreno favorevole al 
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SUO sviluppo. Ha un interesse speciale, sia perchè è il parassita 
vegetale della specie umana primo scoperto, come anche perchè 
si presta assai bene per lo esperimento, essendo facile a dimo- 
strarsi ed inoculabile ad un gran numero di animali. 

I topi (specialmente i topi bianchi), le cavie, i conigli, i 
ricci, le pecore, i vitelli, i porci, i cavalli, i gatti, i cani giovani 
(non quelli vecchi) inoculati con questo bacillo ammalano e muo- 
iono rapidamente : i topi bianchi muoiono dopo 20 ore, i conigli 
dopo 40 ore. L'uomo pure ne ammala con quella forma morbosa, 
ch'è detta puntola maligna. Non è esatto che gli uccelli ne sieno 
immuni in causa della temperatura elevata del loro sangue (P a- 
steur): è stato constatato invece che gli uccelli di rapina 
ammalano di carbonchio, dopo aver mangiato carogne di animali 
carbonchiosi. Le passere sono pure sensibili all'innesto di questo 
microbo. Lo Spinola ha osservato il carbonchio nelle oche, nelle 
anitre ed in altri uccelli domestici. Gli animali a sangue freddo, 
pesci e rane, sono refrattari al carbonchio nelle condizioni ordi- 
narie; però il Gibier è riuscito a produrre Tinfezione nelle 
rane, tenendole nell'acqua riscaldata a 38^ G. 

La malattia in discorso è anzitutto caratterizzata dal fatto, che la milza 
contiene una gran quantità di microparassiti ed è fortemente rigonfia {MHz- 
hrandhranhheit dei tedeschi). Questi si trovano inoltre molto abbondanti nel 
sangue ed accumulati nelle reti capillari, specialmente nei polmoni, nel fe- 
gato, nel rene e nell'intestino : nei grossi vasi invece sono scarsi. Si tro- 
vano anche nelle ghiandole linfatiche, ma non si trovano mai nei muscoli e 
neppure negli altri tessuti poveri di ossigeno. 

II baciUo, penetrato nel torrente circolatorio di uno degli animali anzidetti, 
cresce e si moltiplica nella forma già descritta, finché inquina Tintiera massa 
sanguigna ; collo sviluppo del parassita progredisce di pari passo la malattia, 
la quale termina ordinariamente colla morte. 

La penetrazione del parassita nel sangue può avvenire sia direttamente, 
per mezzo dell*innesto artificiale fatto coi bacilli o colle spore, oppure per 
mezzo di una ferita accidentale, come avviene spesso nell'uomo. Una seconda 
via per la quale il microbo penetra nell'organismo è Yintestino^ e qui natural- 
mente Tintroduzione avviene per la bocca col mezzo degli alimenti. Se si inge- 
risce il virus sotto forma di bacilli , rimane inattivo , probabilmente perchè 
questi sono uccisi dal succo gastrico acido; ma se è sotto forma di spore, si ha 
Tinfezione. Queste passano intatte attraverso lo stomaco, germinano nel con- 
tenuto alcalino dell' intestino, e si trovano poi i bacilli nell' intemo della 



mucosa intestinale, penetrando probabil mento attraverso i foUii^oli linfatiiii e 
dai capillari nel sangue. Nell'uomo l'infezione avviene o da n'intestino o da fc.-- 
rite delta pelle, e produce sulla localitii dell'innesto un'infiammazione emor- 

Secoodo le esperienze di Bi-auell, ripetute e confermate più tardi anche 
da altri, il bacillo del carboncino non passa dalla madre al feto : secondo 
StrausB e Chamberland invece (Compt. rend. 18 dee. 1882) potrebbe 
amebe ellettuarsi questo passaggio attraverso la placenta. 

Secondo le ricerche di Buchner esisterebbe pure una lerui via per cui 
ha luogo l'ingresso del parassita, e sarebbe l'apparecchio respiratorio. Ami, 
stando ai risultati delle sue esperienze comparative, l'infezione negli animali 
avverrebbe più facilmente dal polmone che dall'intestino. 

11 Koch invece ha trovato che l'infezione avviene ilpii'i delle volte per 
la via del canal digerente, ed ha inoltre ricercato ìji qual modo il virus 
penetra nell'intestino. Intanto una trasmissione diretta per tal vìa da un ani- 
male ammalato o morto per carboni/hio non può avvenire, giacche i bacilli 
nel corpo dell'animale vivente e nell'interno del cadavere intatto si mol- * 
tiplicano bensi, ma non producono spore. Invece al difuori dell'organismo, 
in presenza dell'ossigeno e ad una temperatura superiore a 16°C.. possono be- 
nissimo vegetare e riprodursi anche sotto forma di spore. Anzi, secondo le 
osservazioni del Koch, la patria naturale di questo essere non è giìi il corpo 
animale, ma il mondo esterno e con ogni probabililh iiono i detritus vege- 
tali in via di scomposizione. 

È noto infatti con quanta facilità sì sviluppa nello sostanze organiche ili 
origine vegetale (purché non reagiscano acide fortemente), nelle quali può 
anche conservarsi per anni ed anni, riproducendosi per mezno di spore. Niente 
di più facile adunque che que>«te si mescolino all'erba e sìeno introdotta col 
cibo nel canale digerente di un animale suscettibile di ammalare: da questo la 
malaltÌB si comunica facilmente agli altri coi quali convive, giacché i 
bacilli pos.wno riprodursi nel terreno col mezzo degli escrementi sanguinolenti 
degli animali gravemente ammalati, nei quali si contengono copiosi sotto 
forma di Slanientl e di sporo. 11 ]}." Kitt (1) ha recentemente convalidata 
quest'opinione del Koch, ed ha trovato che le materie fecali dei vitelli 
costituiscono un eccellente terreno solido di nutrizione pei bacilli carbon- 
chiosi. Non v'è bis(^no adunque che i germi del carbonchio siano portali 
dal profondo del terreno alia superficie da portatori speciali (Pasteur); 
poiché bastano gib a diffonderli su questa le escrezioni, fecali ed urinose. 
degli animali colpiti dalla malattìa. E naturale poi che il pericolo dell'infe- 
zione .sia tanto maggiore, so un animale ha lesioni dì continuo nella pelle ■< 
nella mucosa dogli organi digerenti. 

La ragione per cui la malattìa domina in certe località, piuttosto che in 
altre, non è ancora bene conosciuta. Il Koch dice che i luoghi preferiti dal 
carbonchio sono quelli umidi e visitati dalle inondazioni : e ciò perchè il 



(t) Krrr, Zur Aetìoloaìe tles Mihbrandes, Separa t-.\bdruck a. d. 
ber. d. Qes. f. Morphol. u. Physiot. v. 10 febr. 18©. 
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bacillo specifico vegeta meglio all'umido che airasciutto e perchè Tinonda- 
zione ne trasporta le spore, depositandole sulle piante che vengono quindi 
mangiate dagli animali. 

Con questo non sì esclude che il bacillo possa anch'essere portato e dif- 
fuso in una data località per mezzo dei cadaveri degli animali morti acci- 
dentalmente di carbonchio, specialmente per mezzo dei topi e di altri pic- 
coli rosicanti , i quali prendono V infezione molto facilmente. L'ipotesi del 
Pasteur, che il bacillo in discorso sia portato nel terreno cogli animali 
carbonchiosi sotterrati e che le spore vengano portate di nuovo alla super- 
ficie per mezzo dei lombrici^ i quali le ingoiano e le rimettono fuori quindi 
colle feci, non pare ammessibile alla stregua dei fatti osservati. Anzitutto è 
provato che negli strati profondi del terreno in molte località ove il car- 
bonchio mena strage, come ad es., in Siberia, mancano alcune delle condi- 
zioni (temperatura) necessarie alla produzione delle spore, e fors*anco quelle 
per la vita del bacillo; in secondo luogo poi il Koch ha pure provato col- 
Toeservazione diretta che i lombrici non sono portatori dei germi carbon- 
chiosi. — Il Koch ha inoltre dimostrato che dai cadaveri di animali car- 
bonchiosi sotterrati i bacilli non si moltiplicano, giacché i pezzi di cadavere 
ed i saggi di terra presi dall'immediata vicinanza degli stessi dierono sempre, 
innestati negli animali, risultati negativi. 



Si è già detto che si può diminuire ed anche annientare 
la virulenza del bacillo carbonchioso, coltivandolo ad un certo 
grado di temperatura in una soluzione nutritiva neutra (brodo). 
L'attenuazione di questo virus mantenuto a 43* G. è già com- 
pleta dopo 6 giorni, a 42'' C. dopo 30 giorni e alla temperatura 
di 16-20^ G. procede assai lentamente. Il bacillo coltivato in tal 
guisa vegeta e si riproduce senza cambiare per nulla le sue 
proprietà morfologiche, ma non sporifica. Le culture mantenute 
a 42-43<» C. muoiono dopo un mese ; 1 o 2 giorni prima di que- 
st'epoca si possono ancora riprodurre; innestandone una piccola 
quantità in un nuovo mezzo di nutrizione. Avvi un certo grado 
di attenuazione nel quale il bacillo può riacquistare di nuovo 
la virulenza primitiva, se s'innesta in un animale suscettibile, il 
quale muore: questo punto si ha quando il virus non uccide più le 
cavie adulte, ma uccide ancora quelle giovani; innestandolo allora 
in quest'ultime, il virus attenuato acquista di nuovo il suo potere 
altamente infettante. Quando però l'attenuazione è completa, il 
ripristino della virulenza non si può più ottenere in alcun modo. 
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11 liai'ìllo carbonchioso ha molti punti di rassomigli a nzn morfologica con 
, imallra specie di bacillo, patogeno ancli'est^o (Bpacialmi^nte per lo cavie), il 
quale si trova diffuso in gran copia negli strati ijuperficìali del terreno, nei 
liquidi in putrefazione, speoialmcnte nel «angue putrefatto, ed anche nella 
polvere che copre il fieno (Koch)- È questo il bacillo « dell'edema maligno » 
le cui caratterì«tiche, che servono a differenziarlo da quello del carbonchio, 
si trovano esposte più sotto fra le proprietà biologiche dello stesso. 

Notiamo intanto che lo scambio fra le due specie è già accadalo a pa- 
recchi osservatori, non ultimo dei quctU è il Buchncr, il quale è stalo 
condotto da questo errore a concludere che il bacillo del fieno (HeubaciUns). 
che non ha propKetù patogeniche, possa, coltivato in determinate condi- 
zioni di nutrizione e di temperatura, trasformarsi in bacillo carbonchioao ed 
acquistare proprietà altamente infettanti ; ammellendo così che i due ba- 
cilli sieno due semplici forine di sviluppo di un'unica specie, differenti fra 
laro per essere l'una innocente e l'altre virulenta ìji sommo grado. Quest'o- 
pinione ó stala battuta in breccia dal Koch. il quale lia dimostrato che la 
conclusione erronea di Buchner proveniva da insufficienza dej meUido, 
dall'avere adoperato, cioè, mezzi liquidi non bene sterilizzati, in alcuni ded 
quali si erana probabilmente mescolati i germi del bacillo dell'edema roa- 
ligno, che fu Bcamliiato da Buchner col bacillo carbonchioso. 

Lo Zopf ìstesso, che nella 4> edizione del suo manuale sugli «Spallpilze» 
sosteneva a spada tratta l'idea di Buchner, nella nuova edizione pili re- 
cente (1885; l'ha quasi abbandonala del tutto, od accenna anzi alle differente 
che esistono fra le due specie dì bacilli (bacillo del fieno □ • bacillua subtìlis * 
e bacillo carlunchioso). 

Una prima differenza esiste nella forma dei filamenti e nella loro segmen- 
tazione, nonché nel fatto che il bacillo del fieno è mobilissimo e possiede le 
ciglia , all'opposto di quello del carbonchio che è immobile perfettamente. 
Questo infatti nei liquidi forma sul fondo una specie di nubecola, composta 
da un intreccio di filamenti, mentre il resto del liquido rimane perfettamente 
chiaro. Le culture del i baeillus siibtilia > invece appaiono torbide fln da 
principio e formano sulla superficie una pellìcola 7,ooglcica spessa. La carat- 
teristica differenziale pili importante è però quella che i bacilli del fieno, 
" < stato di ]>ure2za, non sono mai patogeni. 



Bacillo dell' edema maligno. 



K slato studialo esattamente dal Koch (1) e dal Gaff ky [2), 
mentre il Pasteur (3) lo aveva prima descritto come l'agente pro- 



(1) KocR, Mitth. o. d. kais. Gos. Bd. 1, p. 51. 

(8) GiFFKV, ExperirnenCelle ertet-rgte tSepticanue. Ibid, p. 80. 

(3) Pasteur, Bull, de TAcad. de méd. 1877, p. 793. 
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duttore di una forma speciale di setticemia, sotto il nome di vi- 
brion septiqtce. I bastoncini sono lunghi da 3 a 4,5 m e larghi 
1,1 \ì: sono per lo più riuniti a due a due e quindi lunghi il 
doppio, oppure anche riuniti in filamenti di 20-40 m. Si diffe- 
renziano dai bacilli del carbonchio : 

1° Perciò che questi ultimi sono un poco più larghi dei 
primi e nei preparati fatti sui coproggetti mostrano la loro seg- 
mentazione caratteristica, la quale appare manifesta specialmente 
se la colorazione è fatta col bruno d'anilina e manca invece nei 
bacilli dell'edema, trattati collo stesso processo. 

2* Perchè questi talora sono mobili (soltanto però in certe 
circostanze) e quelli del carbonchio non lo sono giammai. Un 
tal carattere differenziale è bensì in ogni caso malsicuro, perchè 
si può benissimo aver un'infezione mista con ambedue le specie 
in discorso. 

3* Nel cadavere dell'aùimale morto per carbonchio si tro- 
vano i bacilli soltanto neirinterno dei vasi, mentre nell'edema 
maligno il sangue (nelle cavie e nei conigli) non contiene nessun 
bacillo tutt'al più ne contiene soltanto qualche forma isolata: 
i bacilli caratteristici si trovano invece abbondanti alla super- 
ficie degli organi, e specialmente nel contenuto sieroso delle 
grandi cavità corporee. Nei topi questa differenza non esiste e 
lo scambio fra le due malattie è molto più fàcile, giacché anche 
i bacilli dell'edema esistono abbondanti nell'interno dei vasi. Nep- 
pure in questi però manca l'altra caratteristica differenziale im- 
portante, rappresentata dsìVedema che si sviluppa sul luogo del- 
l'innesto, nel cui liquido sono assai numerosi i bacilli; edema 
che manca, se si tratta d'innesto carbonchioso puro. 

4"^ Finalmente un'altra differenza esiste nella inoculabilità 
delle due specie di bacilli. Per quello del carbonchio basta, 
perchè attecchisca, il semplice innesto cutaneo fatto con una 
piccolissima quantità di materiale; mentre il bacillo dell'edema 
non produce la malattia, se non quando venga introdotto nel 
tessuto sottocutaneo in discreta quantità e per mezzo delYinie' 
zione, giacché anche tagliando il derma a tutto spessore ed ap- 
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plicandovi il materiale da innesto, la malattia non si srilnppa 
tutte le volte. Questo fatto è forse dovuto a ciò che il bacillo in 
questione appartiene alla classe degli anaeròbi di Pasteur. 
— Come i topi bianchi sono sensibilissimi pel carbonchio, eoa 
lo sono pel bacillo delFedema le cavie a preferenza di tutti gli 
altri animali. 

Il bacillo delFedema maligno è assai diffuso in natura e 
vive quale « saprofita » negli strati superficiali del terreno (terra 
dei giardini), nella polvere del fieno, nei liquidi in putre&zione 
più diversi e specialmente nei cadaveri degli animali annegati, 
lasciati a sé molto tempo a temperatura elevata. Finora questa 
malattia è stata riprodotta nella cavia, nel coniglio e nel topo 
bianco; neiruomo ne è stato descritto un caso da Brieger e da 
Ehrlich (1) in un ammalato di tifo, nel quale in seguito ad 
un'iniezione sottocutanea di muschio si sviluppò un vasto edema 
infiammatorio con sviluppo di bolle di gaz, e nel liquido dell'e- 
dema si trovarono numerosi i bacilli caratteristici. 

Basta prendere un pò* di terra di giardino, farla disseccare 
a sufficienza, perchè Tengano uccisi tutti i micrococci che con- 
tiene e rimangano in vita soltanto le spore del bacillo, e met- 
terla in una piccola saccoccia scavata sotto la pelle di uno degli 
animali anzidetti, per vederli ammalare e morire dopo 44-48 ore. 

Alla necroscopia si trova, come sintomo predominante, un 
edema del tessuto sottocutaneo, che parte dal punto d'innesto 
e si estende ampiamente, contenente un liquido inodoro, chiaro, 
sanguinolento, ricchissimo di bacilli e con qualche bolla di gaz. 
Gli organi interni invece sono quasi inalterati : la sola milza è for- 
temente tumefatta e di colore oscuro, i polmoni rosso-grigiastri. 
Immediatamente dopo la morte nel sangue del cuore, nei co- 
nigli e nelle cavie, non si trova nessuno o qualche raro bacillo; 
si trovano abbondanti invece alla superficie degli organi avvolti 
dalle sierose. Poco tempo dopo la morte sono già addivenuti ab- 



(1) Brieger u. Ehrlich. Beri. klin. Wochenschr. 1882. 
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bondanti dappertutto, anche nel sangue del cuore. Nei topi bensì, 
anche subito dopo la morte, si trovano in gran copia i bacilli 
nel sangue. 

Dal quadro sinora descritto risulta che la malattia prodotta da questo ba- 
cillo, che non è altro che il cosidetto € vibrion septique» di Pasteur, non 
ha i caratteri di una vera e pura € setticemia »; difatti si ha reazione sul 
luogo deirinnesto, è necessaria una quantità di materiale relativamente grande, 
introdotto sotto la pelle, per produrre Tinfezione ed i microbi non si moltiplicano 
nel sangue durante la vita (eccetto che nei topi bianchi). Meglio adunque si 
addice per questa forma morbosa il nome di € edema maligno », proposto dal 
Koch, tanto più che dalla descrizione che ne ha fatto il Pasteur sembra 
che questi abbia avuto sempre sott* occhio una forma d' infe^one mista , 
complicata cioè con un'altra forma di setticemia o con fenomeni d^intossica- 
zione, provenienti dalla sostanza putrida che usava per gli innesti. 

Recentemente il D.'^ Ki tt (1) ha fatto anche gli innesti in varii animali 
col prodotto delle culture nette dì questo bacillo, ottenendo la riproduzione 
fedele del quadro morboso sopra descritto. Egli ha pure confermato il fatto, 
che il bacillo delPedema si sviluppa. soltanto lungi dal contatto dell'aria ed 
a temperatura elevata. 

La coltivazione di questo bacillo al difuori dell'organismo 
riesce assai difficilmente. Il Pasteur lo ha fktto sviluppare nel 
siero sanguigno e nella soluzione d'estratto di carne Liebig 
neutralizzata, lungi dal contatto dell'aria, in un'atmosfera di CO' 
e lo ha classificato per ciò fi[*a gli anaerobi. Il Gaffky è riuscito 
a coltivarli sulle patate, mettendo un pezzo di fegato contenente 
i bacilli neirinterno di una patata cotta, ricoprendolo subito con 
un altro pezzo di patata e tenendolo ad una temperatura di 
38° G. Dopo qualche giorno si trova il tessuto della patata, vi- 
cino al pezzo di fegato, attravei'sato da una rete di bacilli. Un 
pezzo della patata si può innestare in un' altra ; ed inoculando 
tali colonie nelle cavie, queste muoiono dopo poche ore. Mancano 
ancora osservazioni esatte sulla sporificazione di questo bacillo. 



(1) KiTT, Die pathogme Bedeutung der Oedembacillen^ Oesterr. Monats- 
schr. f. Thierheilkunde, 11/1884. 



17 



Bacillo del carbonchio sintomatico (Raiudibrand del tedeschi) (1). 

Questa speciale malattia 6 stata studiata e differenziata dal 
vero carbonchio per opera anzitutto del Bollìnger, e si incontra 
talora endemica nel bestiame bovino. La causa del carbonchio 
sintomatico risiede in ona forma di bacillo speciale, più corto e 
più grosso di quello del carìtoochio e colle estremità arrotondate. 
È mobile e provrìsto per lo più dì una spora splendente situata 
ad ano dèi polL Negli animali mtHiì per tal malattia i bacilli si 
trovano d'ordinario nel tessuto sottocutaneo, nelle gtiìandtde lin- 
fkticlie, nei reni, nella milza e nei polmoni. 

La malattia è caratterizzata dalla comparsa in un punto 
qualunque della pelle di un tumore, che si ingrossa rapidamente 
e lascia sentire nel centro un crepitìo manifesto, dovuto allo svi- 
luppo di gaz che producono, moltiplicandosi, i microbi specifici- 
La morte avviene dopo 36-48 are, accompagnata da un forte 
abbassamento della temperatura del corpo. 

Innestando un peuo di un organo che contenga i bacilli, 
oppure la sostanza stessa del tumore nei vitelli, agnelli, conigli 
e cavie, si riproducono in questi gli stesai fenomeni morìtosi: 
ne sono immuni invece i ratti, i cani, ed i polli. L'iniezione di- 
retta nelle rene sembra ^ire meno attivamente dell'innesto 
sottocutaneo. Iniettando una pìccola quantità di materiale sia nelle 
vene che sotto cute, si sviluppa una forma abortiva che rende 
immune l'animale dagli Innesti ulteriori. 

La coltivazione artificiale dì questo microbo non è ancora 
riuscita. 



(1) BoLLiNGxn, Deutsche Zeibchr. f. Thienoediciii ldTd-79. — Aloihq. 
CoBXKTiti et Tboxas, Boll, de P AcmL de raid. 1881 e 18B3. — RSll, Die 
77iimn<cA«, Wieo 188t. 
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Bacillo della tubercolosi (Koch). 

La natura parassitaria della tubercolosi era stata già da 
tempo indirettamente stabilita dallo studio dell'anatomia patolo- 
gica e dal modo di decorrere dell' infezione tubercolare, special- 
mente poi dai risultati degli innesti, fatti anzitutto dal Vii lem in 
^ ripetuti quindi da Biffi e da Verga (1), da Mantegazzae 
-da Arma nni (2) in Italia, e da Baumgarten, Tappeinere da, 
altri in Germania (3), i quali stabilirono in maniera positiva la 
trasmissibilità della tubercolosi dall'uomo agli animali e quindi il 
posto della stessa fra le malattie da infezione. Mancava tuttavia 
di determinare la natura del contagio, per quanto alcuni avessero 
anche descritto varie forme di microrganismi, quali agenti spe- 
cifici della malattia (Klebs, Schuller, Toussaint). 



(1) Verga e Biffi, Sulla inoculahilità della tubercolosi^ Rendiconti del 
K. Istituto Lombardo, 1867 soduta del 25 luglio, e 1868 seduta del 26 no- 
vembre. 

(2) Armanni, Sulla specificità e virulenza delle sostanze caseose e tuber» 
colose. Il Movimento medico-cbirurgico, Napoli 1872, N. 30, 31 e 32. 

(3) Qui mi piace di far rilevare una grave inesattezza, in cui «ono caduti 
gli scrittori tedeschi (non escluso il Kocb) nel delineare la storia della sco- 
perta dell'eziologia della tubercolosi. Oltre che da nessuno si fa menzione 
dei lavori italiani suaccennati, i quali banno preceduto quelli tedeschi (parlo 
di quelli che ottennero risultati positivi), si pone in prima linea il nome di 
€ohnheim fra quelli che hanno dimostrato la natura infettiva, specifica 
del virus tubercolare. Il Gohnbeim invece nel suo primo lavoro, pubblicato 
sulFargomento insieme con Frànkel (Virchow's Archi v, Bd 45, 1869, p. ^16), 
ha concluso col negare la dottrina del Villemin, ed in seguito ha mostrato 
di accettarla solamente quando la specificità del tubercolo era già stata lu- 
minosamente posta in sodo da molti e seri sperimentatori. 

Si attribuisce inoltre a lui il merito di avere per primo fatto gli esperi- 
menti in modo (innesto nella camera anteriore delFocchio) da escludere 
rinfluenza perturbatrice del processo infiammatorio concomitante, e di aver 
dimostrato nella tubercolosi da innesto un periodo d'incubazione (Gohnbeim 
« Salomonsen, U^ber kùnstl. Tubero,^ a. d. Sitz.-ber. d. schles. Ges., 1877)- 
Ma la dimostrazione di questo fatto era stata già data molto tempo prima, 
nel 1872, da Armanni (lavoro citato), il quale avea inoltre operato gl'innesti 
in una località (cornea) ove la purezza dell'esperimento non poteva essere 
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Nel 1882, quasi contemporaneamente, il Koch (1) ed il 
Baiimgarten (2), il primo valendosi di un processo spedaledi 
colorazione, il secondo invece giovandosi dell'azione dissolvente 
degli alcali, descrissero una forma speciale di bacillo specifico, di- 
versa da tutte le altre antecedentemente osservate. Spetta però al 
Koch il merito di avere dimosti^ato la natura parassitaria della 
tubercolosi col metodo scientifico più rigoroso e con esperienze 
numerosissime, le quali ripetute ebbero da ogni dove una splen- 
dida conferma. Il Koch ha provato che la causa di tutte le di- 
verse forme morbose, che si raccolgono sotto il nome di < tu- 
bercolosi » (tubercolosi miliare dell'uomo e degli animali, scrofolofii, 
infiammazione fungosa delle articolazioni, lupus ecc.), risiede io 
uno speciale microparassita, il quale alberga negli organi piò 
diversi, secondo le varie forme di malattia, e si trova quindi 
nei polmoni, nel fegato, nella milza, nei reni, nel peritoneo, nel- 
l'intestino, nelle ghiandole, nella pelle, nel cervello, e cosi via, 
tanto neiruomo come negli animali (scimmie, buoi, cavalli, pe- 
core, maiali, cani, gatti, conigli, cavie, ecc.). 

I bacilli del Koch si presentano sotto la forma di baston- 
cini isolati (Tav. 2» fig. I e II), molto più sottili di quelli del 
carbonchio, lunghi 2-4 m, raramente 8 ^ (quando sono riuniti in 
due), colle estremità arrotondate e privi di movimenti propri- 
Sono spesso riuniti a fascetti e contengono talora, anche nell'in- 
terno dell'organismo animale, due o quattro spore di form* 
ovale. Questi bacilli si trovano in tutti i prodotti patologici deto 
malattia ed in tutti gli stadi della stessa. Si trovano perciò ^^^ 
nodi tubercolari giovani, per lo più nell'interno delle cellule *' 



menomamente turbata dal processo infiammatorio; col vantaggio anzi 
metodo di Cohnheim, che invece di introdurre pezzi di materiale toJ^ 
colare, introduceva quantità piccolissime di virus (ago bagnato nelle 
caseose), producendo in tal guisa uno degli argomenti più validi in ap] 
della teoria deli*infettività della malattia. 

(1) KocK, Die Aetiologie der Tuberculose. Beri. klin. Wochenschr. No. ^ 
10 aprile 1882. 

(2) Baumgarten , Tuberkelbacterien. Centralbl. f. d. med. V/ìsaons^ 
1882, No. 15, p. 257 e No. 19, p. 337. 
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gantesche, come in quelli caseiflcati. Si trovano pure abbondanti 
nel contenuto delle caverne polmonari, e quindi nello sputo, du- 
rante tutto il decorso della tisi polmonare tubercolare. 

Il reperto dei bacilli tubercolari nello sputo, relativamente allac^to^no^'ed 
alla prognosi della malattia, è tuttora oggetto di contestazioni : o a meglio 
dire, per rapporto alla diagnosi, la loro presenza negli sputi indica sicura- 
mente l'esistenza del processo specifico tubercolare, mentre però questo non 
«i può escludere con altrettanta sicurezza, allorquando la ricerca dei bacilli 
riesca negativa; riguardo alla prognosi poi, non si è finora dimostrato che 
il numero dei bacilli nello sputo stia in proporzione dell*estensione e della 
gravità del processo tubercolare. 

Secondo Balmer e Fràntzel (1) i bacilli si trovano costantemente 
nello sputo in tutti i casi ed in tutti gli stadi della malattia, ed avreb- 
bero perciò un valore diagnostico sicuro e costante. Essi affermano inoltre 
che il numero dei bacilli che si trovano nelFescreato può anche avere un 
certo valore prognostico, inquantochè nei casi più gravi sono più numerosi 
e crescono di quantità col progredire del male. — Anche il Gaffky (2) 
li ha trovati quasi costantemente nello sputo dei malati di tisi polmonare. 

Il Lichtheim (3) invece, da una serie numerosa di ricerche conclude che 
i bacilli si trovano copiosi nell'escreato purulento dei tisici, ma che la loro 
presenza e necessariamente legata all'esistenza di un processo specifico di 
xlistnizione del polmone, comunicante colle vie aeree, e che non si trovano 
invece ogni volta che manca cotesta condizione, anche se esiste già la tu- 
bercolosi. 

Se questa conclusione fosse vera, i bacilli non dovrebbero trovarsi nello 
sputo nei casi di tubercolosi miliare acuta, ed invece sono stati anche in 
questa più volte constatati. Certamente il maggiore interesse di questo re- 
perto, per stabilire il diagnostico, sarebbe nel periodo iniziale della malattia, 
quando mancano ancora i fenomeni di distruzione del polmone, ed i segni 
fisici sono scarsi o non si possono raccogliere; ma a questo riguardo Fin- 
certezza è anche maggiore, giacché alcuni dicono di avere constatato la pre- 
senza dei bacilli nello sputo sanguigno, che segna l'inizio della tubercolosi 
acuta, ed altri invece affermano di avere avuto in casi consimili un risultato 
negativo. 

Relativamente al valore prognostico di questo esame bisogna andar 
molto cauti, essendo provato che i bacilli trovano un terreno adatto pel loro 



(1) Balmer u. Fraentzel, Ueber d. Verhalten der Tuherkelbacillen im 
AìMxourf wdhrend des Verlaufs der Lungenschvoindsucht , Beri. klin. 
Vochenschr. 1882, No. 45. 

(2) GA.FFKY, Ein Beitrag zum Verhalten der Tuherkelbacillen in SpU' 
tum. Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. Il, p. 126. 

(3) Lichtheim, Zur diagnostischen Verwerthung der Tuberkelbacillen , 
Fortschritte der Medicin, 1883, No. 1. 
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sviluppo nel contenuto stesso delle caverne polmonari e nello sputo; sicché, 
quando per una cagione qualsiasi questo ristagna qualche tempo entro il 
polmone , si può facilmente cadere in errore nel giudicare un aggra- 
varsi del male. Lo stesso Fràntzel dice di avere osservato che nei giorni 
più caldi della state i bacilli nello sputo degli indmdui tubercolosi sono 
numerosissimi. Quello che è certo si è che negli ultimi periodi della ma- 
lattia i bacilli nell'escreato aumentano di quantità, ma è altrettanto sicuro 
che gli stessi possono talora scomparire dalKespettorato, anche per parecchi 
giorni. Nei casi dubbi adunque è necessario non soltanto dì fare ogni 
giorno un gran numero di preparati collo stesso materiale, ma di ripetere 
anche Tesame per parecchi giorni consecutivi, specialmente se si vuole in 
pari tempo giudicare della gravezza del caso e stabilire un prognostico, per 
quanto approssimativo. 



Per agevolare il compito della ricerca dei bacilli negli sputi, 
si può usare il seguente processo imaginato dal Dr. Lang di 
Hi^siavia. Si mette l'escreato in un vetro da orologio conte- 
nente 5-G gr. di acqua di^t., addizionata con 3-4 goccio di solu- 
zione di potassa al 33 ^Z^, e vi si lascia macerare per */« ora: 
in tal guisa una gran parte dello sputo si discioglie, scompaiono 
le bolle d*aria e si distìnguono nella massa un certo numero di 
strìe verdash^e o di piccoli fiocchi, che si rendono visibili collo- 
cando il vetrino sopra un fondo nero. È in questi fiocchi che 
si devono ricercare specialmente i bacilli tubercolari. 1 prepa- 
l'ati si fSginno e si colorano coi processi già descritti (Gap. III). 

Gli sputi adunque, i quali contengono i bacilli sporigeni, 
costituiscono un materiale d'infezione abbondante, che si ri- 
vei^sa airestemo e che, disseccandosi e riducendosi in polvere, 
costituisce forse uno dei mezzi di diffusione più temibili e più 
ordinari della malattia. Il Koch appunto, partendo dal fatto che 
la maggior parte dei casi di tubercolosi ha la sua origine nel 
polmone, ritiene che qui si tratti di una forma d'infezione da ina- 
la ziOìu\ proveniente, cioè, dalla inspirazione di particelle di sputi 
infetti, disseccati e polverizzati. Secondo il Koch non appena i 
bacilli sono penetrati nei bronchi, siccome il loro sviluppo è assai 
lento, sono necessarie perchè si moltiplichino speciali circo- 
stanze, che li trattengano là dentro e ne impediscano la elimina- 
zione insieme agli ordinari prodotti muco-epiteiiari delle vie 
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aeree. Quindi le malattie che denudano la mucosa dell'epitelio che 
la riveste e quelle che cagionano la formazione di secreti sta- 
gnanti, nonché quelle conformazioni toraciche che permettono 
Taccumulo delle secrezioni (piccola escursione respiratoria) sono 
cause che predispongono alla tubercolosi. 

Lo studio della profilassi deUa tubercolosi è stato principalmente di- 
retto a rendere innocuo il materiale di escrezione polmonare dei tisici. 
Schill e Fischer (1) hanno studiato accuratamente Fazione dei vari mezzi 
di disinfezione sugli sputi, ed hanno ottenuto risultati molto interessanti 
per r igiene. Diggià il K o e h avea trovato che gli sputi dei tuberco- 
losi, disseccati, mantengono la loro virulenza anche dopo 2, 4 ed anche 8 
settimane. Prolungando però Tosservazione al di là di questi limiti, Schill e 
Fischer hanno trovato che la resistenza delle spore di questi bacilli al 
disseccamento ha pure un limite, giacché gli sputi essiccati dopo 143 giorni 
aveano già perduto alquanto il loro potere infettante, ed al 186^ giorno lo 
aveano pei^duto completamente. Essi hanno sperimentato perciò Fazione dei 
mezzi di disinfezione tanto sugli sputi 'secchi che su quelli freschi. Un primo 
fatto importante, che risulta da queste ricerche, è che la putrefazione del 
materiale fluido non altera la potenza specifica dei baciUi. A questo riguardo 
è da notare però che ricerche ulteriori di Baumgarten (2) e di Falck(3) 
avrebbero dimostrato un'attenuazione delia virulenza dei bacilli nei prodotti 
patologici tubercolari, per opera della putrefazione. La corrente di vapor 
d'acqua rende sterili gli sputi secchi in 30 minuti, o in 1 ora al più, e quelli 
freschi in 15 minuti; sicché si può dire che questo è il mezzo pratico di di- 
sinfezione più sicuro. Lo stesso e£fetto si ottiene colla cottura prolungata 
per 10 o 20 minuti. 

Senza esporre in dettaglio i vari agenti disinfettanti che possono distrug- 
gere il potere infettivo degli escreati, per Tapplicazione pratica basti U sapere 
che il sublimato è poco adatto alla disinfezione degli sputi freschi, doven- 
dosene usare soluzioni piuttosto concentrate, e che invew aggiungendo a 
quelli un egual volume di soluzione d^acido fenico al 5 ^0, si ottiene dopo 
24 ore una sterilizzazione sicura. 

Celli e Guarnieri (4) hanno ricercato se facendo pas- 
sare Taria attraverso gli sputi, oppure facendo strisciare una 



(1) Schill u. Fischer, Ueber die Desinfection des Ausvourfs der Phthi- 
siker^ Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. Il, p. 131. 

(2) Baumgarten, Ueber die Uebertragbarkeit der Tttberkulose durch 
die Nahrung und ùber Abschwdchung ecc. Centralblatt f. klin. Med. 1884, 
No. 22. 

(ò) Falck, Beri. klin. Wochen., 1883, No. 50. 

(4) Celli e Guarnieri, Intorno alia profilassi della tubercolosi^ Archivio 
per le scienze mediche, 1883, voi. VII, p. 233. 
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corrente diaria sulla superficie degli stessi, quell'aria esportasse 
con sé i bacilli tubercolari, ed hanno ottenuto costantemente risul- 
tati negativi. 

Non è però ancora positivamente stabilito se neWarta dU 
espirazione dei tisici esistono i bacilli. Gli autori ora citati hanno 
fatto anche esperienze dirette sul proposito, con risultato sempre 
negativo. Al contrario le osservazioni di Ransome (1), di 
Yan Ermengem (2) e di Gasse (3), i quali si sono posti nelle 
condizioni migliori per evitare le cause d'errore e specialmente 
la contaminazione con particelle di sputo , parlano per la pre- 
senza dei bacilli nell'aria d*espirazione dei tisici, anche all'in- 
fuori degli accessi di tosse. Il Frànkel (4) ha creduto anzi di 
poter far servire la constatazione di questo fatto per la diagnosi 
della tubercolosi laringea. 

I bacilli tubercolari sono stati trovati anche nelle feci an- 
zitutto da Lichtheim, e nelle orine da Babes (5) e da 
Ro se n Stein (6). In seguito le osservazioni a questo riguardo 
si sono moltiplicate, ed oggi il reperto dei bacilli specifici nelle 
feci e nelle orine serve utilmente pel diagnostico dell'infezione 
tubercolare nell'intestino e negli organi uropoietici. 

Anche nel sangue degli individui affetti da tubercolosi acuta 
sono stati trovati i bacilli. Già ilBaumgarten avea dimostrato 
che il sangue degli animali innestati col virus tubercolare, 



(1) A. Ransome, Note on the discovery of Bacilli in the condensed oc- 
qtieous vapor of the breath^ of persons affecied toith phthisis. Brith. med. 
Journ. 1882. 

(2) Yan Ermengem, Comimicazione fatta alla « Société belge de micro- 
scopie > 27 gennaio 1883. 

(3) Gasse, Sur Vair expiré par les phtisiquesy Bulletin de la Société belge 
de microscopie, 24 febbr. 1883. 

(4) Fraenrbl, Comuniccuiione fatta alla « Yerein f. inn. Med. zu Berlin ». 
25 ott. 1882. 

(5) Bares, Der erste Nachioeis der TuberkelbaciUen im Ham, Gentralbl. 
f. d. med. Wissensch. 1883, p. 145. 

((>) RosENSTBiN, Vorkomm. d. Tuberkelbacillen im Ham, Gentralbl. f. d. 
med. Wissensch, 1883, No. 3 e No. 10. 
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ammalati gravemente, possiede proprietà infettive, ossia è atto a 
riprodurre la tubercolosi in altri animali. Il Weigert ha quindi 
trovato che nella tubercolosi miliare i trombi formatisi nell'in- 
temo dei vasi sanguigni contengono bacilli. La dimostrazione 
diretta bensì di questi elementi nel liquido sanguigno è stata data 
la prima volta da Weichselbaum (1), il quale li ha trovati 
nel sangue dei cadaveri di tre individui, morti per tubercolosi 
miliare. In seguito Meisels (2) ha ottenuto lo stesso reperto 
nel cadavere di 8 individui, morti per la stessa forma morbosa ; 
e Lustig (3) in un caso osservato nella clinica del Bamberger 
li ha pure dimostrati nel sangue durante la vita. 

Nel pics degli ascessi tubercolari, delle articolazioni o delle 
ghiandole scrofolose i bacilli non si rinvengono che assai rara- 
mente. 

La ricerca dei bacilli tubercolari ha servito a gettare un po' di luce 
sul fatto, rimasto finora misterioso, della ereditarietà della tubercolosi , 
ossia della trasmissione dell'infezione dai genitori al feto. I fatti finora os- 
servati non sono in gran numero, ma sono stati bene constatati ed hanno 
quindi un certo valore dimostrativo, tanto da far ritenere prossima la soluzione 
dell'importante problema. 

Già Schleuss e Grothaus(4) aveano osservato l'esistenza della tu- 
bercolosi congenita nei feti dei bovini; ma il primo caso di questo genere, 
positivamente dimostrato , nel quale viene esclusa qualsiasi possibilità di 
un'infezione estrauterina, è stato recentemente descritto dallo Johne (5), il 
quale ha constatato coli'esame macroscopico e con quello dei bacilli speci- 
fici la presenza di nodi tubercolari nei visceri di un feto di vitello di 8 mesi, 
estratto dall'utero della madre, uccisa perché riconosciuta affetta da tuberco- 
losi polmonare. 

Landouzy e Martin (6) hanno anche cercato di risolvere mediante 
ricerche sperimentali la questione, sa l'eredità della tubercolosi avvenga 
per trasmissione diretta, oppure se invece si trasmetta soltanto la disposi- 



(1) Weichselbaum , Ueber TuberkelòadUen im Biute bei allgemeiner 
acuter Tuherkulose^ Wiener medicinische Wochenschrift, 1884, No. 12 e 13. 

(2) W. Meisels, Weitere Mittheil. u. d. Vorkommen von Tuberhelbact. 
im Biute bei der allgem. Miliartub. Wien. med. Woch. 1884, No. 39 e 40. 

(3) Lustig, Ueber Tuberkelbacillen, ecc. Wien. med. Woch. 1884, No 48. 

(4) Schleuss u. Grothaus, Beitrdge zur Casuistik der Congenitdt der 
Tuberkulose^ Mitth. a. d. thieràrztl. Praxis im Pr. Staate. N. Flg. Vili. 

(5) JoHNE, Ein zweifelloser Fall von congenitaler Tuberhulose , Fort- 
schritte der Medicin, 1885, No. 5. 

(6) Landouzy et Martin , Faites cliniques et expérimehtavuo pour ser 
vir à Vhistoire de Vìwrédité de la tuberculose. Revue de med., 1^2, N. 12. 
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diflnsioDe più eomnni dd Tìms fl quale, introdotto coiTarìa nefl'ap- 
pareechìo respiratorìo, poò riprod^irre la malattia ogni reità che 
ri trora le oondizìoDi fìtroreroii pel 5Qe> srihippo. 



E H» aohaiito lo ipafto 'ifiwwi'M Élm^ Ma aocèe k> s|nfiD £reseo può 
Tcàeolo <fi trtmnmkmf della ■ilittii A qmaà» peofomÈo giova 
OB eaao, intemaimie aacke perchè è il prÌBO e^ ^nostra la ìwKiilalB&tà 
della tnbereoloà nella ipede oasaa, n§aiÈa «E receBie dal D.^ Tscker- 
niBf di C oprwiaga ^lt caso s rifierscead ma p«c^acBa £ «erfiik 
alena p re ne d e a t e geaiilrno mmmrht hntaBo. la fosle daI laxare la 
duera del padrone, ■■nniliio di tabefeoioB polaoBBre, la nappe e si feri 
fraiiBnmto di vetro Della parte palnare delSk> ™^**ta>iw\ Dopo nn 
maBifeslÒBBa tnmefnìoae laago la g^aiaa dei tési&ii fistoalpaha» 
aeeoMpagBBta da tsBefiuioae delle gkiawUe calatali ed aaeel- 
lari la latte «foeile parti laaiilife, dfee fìsooo poi esportate oofl^operaiìoBe 
dkirargiea, a Innaroe» biibmibm i badili speci&n. rolocati col aielodo 
Kork-Erli^k. 

Sembra però che noo sen^re ì polmoni sieno fl ponto di 
partenza di questa malattia, e che in certi casi la tobercolosi ."4 
«rflopiM prùìiUira in altri origani e secondariamente si propaghi 
pQ« anche al polmone. Si parìa infatti di ona tobercolosi prìmitÌTa 
dd rene e del mediastino, ed alconi ùttti ossenrati tendono anche 
a dimostrare la trasmissihilita del male per la ria degli oi^gani 
genitali nell*accoppiamailo. 
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Un'altra via per cui può penetrare l'agente specifico è quella 
del canale digerente; e qui fra gli alimenti bisogna rivolgere 
principalmente l'attenzione al latte, specialmente a quello delle 
vacche, le quali facilmente ammalano di tubercolosi, sia generale 
come locale della mammella, il cui secreto possiede in tal caso 
proprietà eminentemente infettive. 

Lo Stein (1) ed altriaveano diggià fatto ricerche sulla viru- 
lenza del latte delle vacche tubercolose, con risultati in parte posi- 
tivi ; ma assai più concludenti al riguardo sono le osservazioni ul- 
time del Bang (2), il quale ha trovato anzitutto che la tubercolosi 
delle mammelle nelle vacche da latte è molto più frequente di 
quello che generalmente si creda, e che inoltre il secreto mantiene 
il suo aspetto normale per circa un mese dopo iniziata la malattia, 
mentre invece è già atto, inoculato negli animali, a riprodurre 
l'infezione, giacché contiene numerosi bacilli tubercolari con 
spore. Egli ha inoltre osservato che quando un lobo della mam- 
mella è ammalato, ed il resto della ghiandola apparentemente 
normale, il latte di quest'ultima ha tuttavia proprietà infettanti 
verso gli animali (maiali e conigli) a cui si fa ingerire. Un altro 
fatto di grande importanza, messo in luce pure dal Bang, è 
che il latte secreto dalle vacche affette da tubercolosi generale, 
le quali hanno le mammelle apparentemente normali, contiene 
egualmente i bacilli ed ha proprietà infettanti. Egli avrebbe 
inoltre trovato che il riscaldamento a d5** C, per 5 minuti, del 
latte virulento serve soltanto a diminuire le proprietà infettive 
di questo liquido, e che riscaldandolo a 70% diventa invece in- 
nocuo assolutamente. 

Questi fatti addimostrano la necessità di una sorveglianza 
rigorosa delle vacche, da cui si ricava il latte per la nostra ali- 



(i) Stein, Experimentelle Beitrdge sur Infectiositdt der Milch peri- 
sùchtiger Kùhe^ Diss. Berlin 1884. 

(2) Bang, Ueber die Eilertuberhulose der Milchkùhe und ùber tubercu- 
lose Milch^ Deutsche Zeitschrift f. Thiermed. u. vergi. Pathologie, Bd. XI, 
p. 45, 1885. 
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mentazione, ed in ogni caso il dolere di duio bollire prima di 
usarlo per questo scopo. 

La irasmiss^UUà della tubercolosi è stata proTata con e^)e- 
rìenze numerosissime in molte specie di ammali e con ogni sorta 
d' innesti, sotto cute, e nella cornea, nell'addome, nel sangue, nella 
camera anteriore dell'occhio e col cibo per la ria degli (»*gaiii 
digerenti: soltanto coirinnesto cutaneo semplice, fatto, cioè, in 
una ferita superficiale, l'infezione non arviene. 

La coltivazione di questi bacilli nei mezzi di nutrizione ar- 
tificiali è abbastanza difilcUe, perchè è necessaria una tempera- 
tura piuttosto elevata e perchè si sviluppano assai lentamente: 
bisogna perciò disporre di un materiale di cultura assoluta- 
mente puro, altrimenti gli altri microbi, sviluppandosi più presto, 
rendono impossibile lo accrescimento di quelli tubercolari. Il 
Koch li ha coltivati per primo nel miscuglio di siero di sangue 
e gelatina, nel siero sanguigno sterilizzato e solidificato e nel- 
l'agar-agar. Nelle patate non si sviluppano, ed il miglior mezzo 
di nutrizione è il siero di sangue fatto solido col calore. 

Por ottonerò lo sviluppo dei bacilli contenuti nei tessuti, è necessario 
anzitutto che il materiale sia fresco e non contenga perciò i microbi 
(lolla putrefazione, i quali si sviluppano assai rapidamente. Il miglior modo 
\ìQV riuscire nello intento è quello di prendere, con tutte le norme anti- 
Hotticho ^)k note, un nodicino tubercolare dairintemo del polmone o di una 
ghiandola linfatica, in cui esista il processo di caseificazione allo stadio 
inizialo, di schiacciarlo, per rendere liberi i bacilli che vi sono contenuti, fra 
"l bistorl procedentemente arroventati, di prenderlo coll'ansa di platino steri- 
lizzata e depositarlo sulla superficie del siero colle cautele già esposte. Con 
tutto ciò, quando il materiale è tolto da cadaveri umani e non si può pren- 
der subito dopo la morte , lo culture isolate riescono difficilmente. È più 
fncilo invoco ottenerlo da un animale reso tubercoloso colFinnesto e quindi 
urciso. 

I tubi col siero di sangue, innestati in tal guisa, si pongono 
nella stufo a 37* C; e soltanto dopo 10-15 giorni le colonie dei 
bacilli tubercolari appaiono visibili airocchio nudo. Se prima di 
({uosto tempo si vedono apparire sulla superficie del siero punti 
bianchi, che indicano lo sviluppo di microrganismi, è già un segno 
9ÌCUIH) che sono state introdotte impurità e che la cultura non 
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riesce. Il primo apparire delle colonie dei bacilli tubercolari è 
segnato dalla presenza di punticini di un bianco opaco, non 
risplendenti, simili a piccole squamette, leggermente aderenti alla 
superficie del siero. Le singole squamette crescono poco in su- 
perficie, ma se sono abbondanti e si riuniscono, of&ono Taspetto 
di una pellicola sottile, bianco-grigiastra e non splendente. 

Afialto caratteristico è l'aspetto di queste colonie, osservate 
al microscopio con un debole ingrandimento (80 diam. circa). 
Osservandolo infatti col microscopio, lo sviluppo delle colonie si 
rende naturalmente visibile prima che ad occhio non armato di 
lente, e già al 5° o 6° giorno dopo l'innesto si possono osservare le 
figure delicate e caratteristiche del primo sviluppo delle colonie; 
queste appaiono sotto forma di linee sottili, ondeggiate, di cui 
le più piccole hanno per"" lo più la forma di una S, mentre le 
colonie più lunghe offrono ripiegamenti e serpeggiamenti in tutti 
i sensi, cosicché intrecciandosi acquistano un aspetto assoluta- 
mente caratteristico. L'estremità di queste linee è appuntita e 
nel mezzo sono rigonfiate leggermente a mo' di fuso. Per assi- 
curarsi che si tratta realmente di colonie composte di soli ba- 
cilli tubercolari, basta colorirli col solito metodo ed osservarli 
ad ingrandimenti maggiori. Se si comprime un coproggetti contro 
la superficie del siero, su cui stanno le colonie in via di sviluppo, 
e poi si distacca, le colonie rimangono aderenti al vetrino con- 
servando la loro figura; sicché, disseccando il preparato e colo- 
randolo, si possono vedere i bacilli situati per la maggior parte 
coll'asse maggiore parallelo alla lunghezza della colonia e se- 
parati gli uni dagli altri da una sostanza che li cementa. 

I bacilli tubercolari non fluidificano il siero e non si svi- 
luppano mai in profondità; la pellicola che formano alla super- 
ficie è resistente, ma si distacca, se si fa scorrere su questa il 
liqpiido che in generale si raccoglie nel fondo del tubo, conte- 
attente il siero solidificato. In queste culture, come nell'organismo 
«animale, i bacilli tubercolari dopo un certo tempo producono 
spore. 

I limiti di temperatura entro i quali è possibile la loro ve- 
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getazkMìe sodo, seocnido le osserrazioDi dei Koch, aUastanza 
ristretti: la temperatura più farcNneTc^ è di ^-^8* C; a 90* C 
lo sriluppo è già stentato e cessa del tutto fira 28 e 29* d, ocMiie 
cessa egualmente a 42* C Poggiandosi ^ledalmente su questi 
ùtttì, il Koch ritiene che resistenza dd bacilli tub^t»lari sia 
possibile soltanto ndi*oi^ganismo animale» e che questi sieno perciò 
parassiii puri e ncm anche $iJ^'X>fitif oxne sono ad es. quelli 
del carbonchio; giacché al difìuNi dell'cK'ganismo mancano par lo 
più, nei climi nostri ahnoM), le condizkxii iaToreToli pel loro svi- 
luppo, ed è scdtanto possibile che si mantengano in vita per 
mezzo delle ^xire. 

n Baamgarten (i) ha recentemente proposto, per ottenere le coltiire 
ifloUte dei bacilli tuberoobri, <& coltirarii nella camera anterìoce delToochìo 
delTanimale Tivente^ Si prende on nodknno tubercolare firesoo e slntrodoce 
colle doTute regole nella camera anteriore deirocclììo £ on oooiglio: dopo 
8-14 giorni à vede già il norcino ingroasiÉD per io srilnppo dei baeìUi; 
si tira fnari allora, dopo M gìonù* il Bodo tobercolare dalla camera del- 
Foccbio e se ne introduce on piccolo pwaptto nell*oochìo £ nn 2« coniglio, 
e da questo in un 3*, finche si ottiene mia cottura netta qnale si desidera. 
Qoesto proeeago avr^ibe il Tantaggio di non arer biscgno deDa stola né di 
tante norme di prpraimnoe per evitare le impurità, giacché la camera an- 
teriore detToocluo delTanimale virente» pei £Étto stesso della soa vitalità, non 
permette lo sviluppo degli orinari microbi della putr ef aii oae ed ofte na- 
tmlmenle la stesn temperatara della stnfiiL 

Voglio aceennare finalmente ad alcvne avrertenae da avere, per evitare 
certe caose d'errore, in cui si può cadere nella pratica degT innesti del 
materiale tobercolare negli animali Anzitotto non si deve confi»dere la 
infenoiie artifidaie eoi caso» fyiìmfnte possibile, di ima tobercolosi spon- 
tanea, la quale negli animati che si adoperano d^ordinario per le esperienze 
(cavie e conigli; è abbastanza frequente. Si adopereranno perciò gli animali 
appena coa&p«ati, evitando di tenere arila stessa staDa gli animati tuberco- 
losi e qae&i sani e di mettwe gli •tiin^K ìaocnlatì col TÌras tobercolare* 
in località OTe in precedenza oe ne sono stati altri itmmalari <E qoella ma- 
lattia, n criterio più sicuro per àure la distinziooe è il tempo che deotxre 
dai momento dell'innesto a quello in cui Tanimale muore, il quale nel 
caso dì tobercolosi artificiale è in seenerale di 4-$ settiaiane : se supera i 
tre mesu à può con molto ^>odamento sospettare il esso di una tobercolosi 
spontanea. 
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Un*altra causa d'errore può essere lo scambio dei nodi specifici con altri 
prodotti patologici consimili, ma non tubercolari ; ma questo scambio si evita 
facilmente facendo la ricerca dei bacilli coi metodi già esposti, e provandone 
il potere infettante con innesti ulteriori negli animali. 

Finalmente potrebbe anche accadere di produrre involontariamente Fin- 
fazione tubercolare col mezzo degli strumenti non bene puliti : e qui non posso 
che raccomandare di nuovo caldamente Tosservanza più scrupolosa delle re- 
gole di disinfezione delle mani e degli oggetti che si adoperano. 

• 

Per fkre rinnesto del materiale tubercolare negli animali, si 
può scegliere rocchio o il peritoneo, od anche semplicemente il 
tessuto sottocutaneo. Si scava sotto la cute di una cavia, o di 
un altro animale, colla punta delle forbici sterilizzate una sac- 
coccia, profonda Vt <^6nt. e vi si spinge dentro un pezzetto di 
materiale da innesto grosso come un grano di miglio. Al giorno 
seguente la ferita è già rinchiusa e non vi si nota alcun s^no 
di' reazione. Dopo due settimane circa compare Tingrossamento 
delle ghiandole vicine alla località deir innesto, sulla quale si 
forma quindi una crosta secca, che ricopre un tumoretto molle 
e caseiforme. Gli animali dimagriscono progressivamente, finché 
muoiono in generale fra la quarta e Tettava settimana. 

A lato del bacillo specifico fu dal Koch rinvenuto nello 
spessore delle caverne polmonari un altro microrganismo, che 
il Koch ha chiamato per la sua forma micrococco tetra- 
gono (Tav. 1* fig. 7), il quale è stato coltivato isolatamente al 
difuori dell*organismo ed ha proprietà patogeniche. Cresce nella 
gelatina sotto forma di colonie sferiche, bianche, lungo tutto il 
percorso delFago di platino e non fluidifica la gelatina. Vegeta 
anche bene sulle patate. 

Bacillo della lebbra. 

Questi bacilli sono stati descritti esattamente la prima volta 
da Hansen nel 1838 e nel 1874 (IX ma furono in seguito stu- 



(i) Hansen, Norsk^ Magazin for Laegevidenskaben , Ghristiania 1874. 
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diati più accuratamente dal Neisser(l), che li ha colorati per 
primo coi metodi di Weigert e di Koch (2), ed ha dimostrato 
che si trovano costantemente in tutte le manifestazioni morbose 
della lebbra, e stanno perciò con ogni probabilità in rapporto 
causale con questa malattia. 

I bacilli della lebbra (Tav. 2' flg. m. e IV) sono lunghi da 
4-6 \i e larghi 1 ^ e sono dotati di movimenti spontanei viva- 
cissimi, sotto forma di movimenti oscillatori, simili a quelli dei 
bacilli della putrefazione nelle orine ammoniacali. Questa loro 
proprietà, che conservano anche quando sono contenuti entro le 
cellule, è abbastanza caratteristica ed ha anzi contribuito alla 
loro scoperta per parte dei primi osservatori. Per osservarla 
non si ha che dilacerare un piccolo pezzo di nodo lebbroso in 
una goccia d*acqua su di un coproggetti, ed esaminarlo quindi 
al microscopio a forte ingrandimento. I bacilli incolori appaiono 
un pò* più lai*ghi che nelle sezioni colorate: la maggior parte 
contengono 3-4 spore disposte nella direzione della lunghezza del 
bacillo, oppure ne hanno 2, una per ciascun polo. Talvolta bensì 
il numero e la disposizione delle spore nei singoli bastoncini è 
cosi diverso, da fare 1* impressione in sulle prime di avere sot- 
tocchio specie di bacilli differenti. 

I microbi in discorso si trovano quasi sempre contenuti nel- 
rinterno delle cellule, che sono riunite sotto forma di nodi (nodi 
lebbrosi cutanei) nello spessore del derma, e solo raramente si os- 
servano nella sostanza intercellulare. Il reticolo malpighiano coi 
suoi zaffi, le ghiandole sudorifiche ed il tessuto corneo non cont^- 
gono bacilli. Questi sono stati trovati eziandio in tutte le neo- 
produzioni lebbrose, anche degli organi interni; si sono trovati 
nella mucosa della cavità orale e della laringe, nella milza, nel 
fegato, nei testicoli e nella cornea. Da alcuni sono stati osservati 
anche nel sangue. A questo riguardo bisogna notare che nella 



(1) Neisser, Weitere Beitràge zur AeHologie der Lepra. Virchow's Ar- 
chiv Bd. 84, 1881. 

(2) Koch, Lavoro citato. 
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forma cronica del male non è ancora bene accertato che il sangue 
contenga i bacilli ; giacché avvi il dubbio che, quando vi si tro- 
varono, sieno stati spremuti fuori dai tessuti incisi nel fare la pun- 
tura. Invece nelle eruzioni acute della stessa malattia» accompa- 
gnate da febbre, è stata positivamente constatata la presenza dei 
bacilli nel sangue per opera anzitutto di Maj occhi e Pelli z- 
zari, di Miiller, De-Amicis e Kòbner(l). 

Hansen li ha per primo colorati con una soluzione acquosa 
di acido osmico; in seguito il Neisser nel 1879 li ha tinti coi 
colori d'anilina, ed il Koch (2) ha trovato che hanno lo stesso 
modo di colorazione caratteristica dei bacilli tubercolari. Si co- 
lorano bene col violetto di metile e con quello di genziana, ma 
meglio di tutto colla fucsina. Si è già visto che una maniera di 
comportarsi di questi bacilli verso i colori d'anilina a diiTerenza 
di quelli tubercolari, nel senso ammesso dal Koch, non esiste, 
e che invece il Baumgarten ha trovato un metodo di colora- 
zione differenziale, basato sulla proprietà che hanno i primi di 
colorarsi più rapidamente di quelli della tubercolosi. 

I punti principali della diagnosi differenziale fhi le due specie 
di bacilli sono i seguenti: 

1° Il metodo di colorazione^ quale è stato proposto da 
Baumgarten (Vedi pag. 130). 

2° La disposizione; giacché nei preparati essiccati, fatti 
col succo dei nodi lebbrosi, i bacilli sono quasi tutti contenuti 
entro le cellule, le quali talora ne sono tanto gremite, che riesce 
difficile vederli isolati: i bacilli della tubercolosi invece, nello 
sputo o nel contenuto delle caverne polmonari, sono sempre li- 
beri. Però nelle sezioni questo carattere differenziale più non 
esiste, perchè anche questi ultimi, nelle sezioni di polmone ad es., 
sono contenuti nelle cellule e specialmente nelle cellule giganti. 



(i) KòBNER, Uebertragungsversuche von Lepra auf Thiere^ Virchow's 
Archiv. Bd. 88, p. 282. 
(2) Koch, Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. I, p. 10. 

18 
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3** La forma. Il Koch ha notato che i bacilli della lebbra, 
visti c(^li ingrandimenti più forti, appaiono colle estremità 
foggiate a punta, mentre i bacilli tubercolari le hanno arroton- 
date. Il Guttmann (1) nega invece resistenza di questa parti- 
colarità. Nei preparati da me osservati coll'obb. Vim oc- 4 Zeiss 
ho potuto confermare, se non in tutti, in una gran parte almeno 
dei bacilli la forma appuntita descritta dal Roch (Tav. 2* fig. IV)- 
4** Il carattere differenziale che ha più valore di tutti 
quanti finora accennati è quello fisiologico, che consiste in ciò 
che i bacilli della lebbra, inoculati negli animali, non si ripro- 
ducono. Basta quindi inoculare nella camera anteriore dell'occhio 
di un coniglio un piccolo pezzetto di nodicino sospetto e, se si 
tratta di lebbra, si vedrà rimanere inalterato anche per mesi e 
Tanimale conservare la salute perfetta ; mentre invece, se il ma- 
teriale introdotto è tubercolare, si otterrà la diffusione generale 
della malattia e la morte. 

A tutto ciò si potranno forse aggiungere in prosieguo le ca- 
ratteristiche speciali morfol(^che delle colonie, sviluppantesi 
nei vari mezzi di nutrizione del Koch. Finora però è riuscito 
soltanto ad Hansen (2) di coltivare i bacilli lebbrosi nel siero 
di sangue solidificato, nel quale crescerebbero in maniera di- 
versa da quelli della tubercolosi. 

Per quel che riguarda V importanza paiogenica di questi 
bacilli, non v*ha dubbio ch'essi rappresentino la causa della 
malattia, dal momento che si trovano costantementey in sì gran 
copia e sempre colle stesse proprietà fisiol(^che e di forma in 
tutte le neoproduzioni lebbrose. 

Questo si paò affermare, per quanto sieno falliti finora i molteplici teo- 
tativi di innesto fitti negli animali, nei quali del resto non si è mai osser- 
vata, neppure spontanea, ona forma simile di m ala t tia. Le ricerche di 



(i) Guttmann, Beri. med. Gesellscliaft. Sitiung vom 10 Dee. 1884. Ref. 
in Deutsche med. Zaitang. No. 102, 22 Dee. 18^. 

(2) Hanskn, Stiidien ùber Bacilius L^rae , Vinrhow's Aivhiv , Bd. 90, 
p. 547. 
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Kòbner, di Hansen e di Damsch (1) danno per risultato concorde la 
non trasmissibilità della lebbra agli animali, contrariamente a quanto avea 
asserito il Neisser, il quale nei cani in cui avea fatto rimpianto di nodi 
lebbrosi sotto la cute avea trovato, dopo 4-11 settimane, piccoli nodicini 
aventi tutti i caratteri delle neoformazioni anzidescritte. Egli ne avea con- 
cluso che gli elementi del tessuto innestato si erano riassorbiti, e che, sotto 
Tinfluenza dei bacilli contenutivi, si erano formati i nodi della cosidetta da 
lui « lebbra locale ». 

Il Kòbner invece ha dimostrato che quelli che Neisser avea preso 
per nodi neoformati non erano che i pezzi introdotti, conservati; giacché in 
un animale, in cui avea inoculato il materiale lebbroso nella camera ante- 
riore dell'occhio, trovò dopo 56 giorni il tessuto introdotto inalterato ed i 
bacilli ben conservati e colorabili come d'ordinario. 

Recentemente il Vossius(2) ha ripetuto le esperienze sui conigli, ed 
ha visto che, introducendo pezzi di lebbra tuberosa nella camera oculare ante- 
riore di questi animali, succedeva in principio una moltiplicazione dei bacilli, 
i quali penetravano nel tessuto circostante dell'iride e della cornea, senza 
produrre però infiammazione né fenomeni generali. Egli stesso ritiene che 
questa penetrazione dei bacilli nei tessuti anzidetti sia dovuta al fatto mec- 
canico della formazione di vacuoli in seguito alla cherato-irite reattiva. 11 
Yossius ha pure osservato che i bacilli nei pezzi introdotti nell* occhio 
si mantengono vitali e capaci di sviluppo. 

Più recentemente ancora, i D.'^ Melchere Ortmann(3) credono di 
avere realmente riprodotto con successo la malattia, avendo trovato in un 
coniglio, a cui aveano inoculato neirocchio un pezzo di nodo lebbroso, morto 
300 giorni dopo l'innesto, nei polmoni, nella pleura e nel pericardio una 
certa quantità di piccoli nodi neoformati, contenenti bacilli racchiusi nelle 
celhile. Essi affermano di avere differenziato questi bacilli da quelli tuberi 
colari sia per la loro posizione intracellulare, come per la proprietà di co- 
lorarsi rapidamente col metodo di Baumgarten. Manca tuttavia il criterio 
della cultura isolata nei mezzi di nutrizione e quello della riproduzione 
negli animali, sicché a questo caso isolato non mi sembra si possa dare per ora 
un grande valore. 

Ni eden in Norvegia eMayer a Madera hanno fatto studi importanti 
e ricerche numerose su questa malattia, dalle quali risulterebbe che la stessa 
nella specie umana é bensì ereditaria^ ma non é direttamente contagiosa. 
Avvi riferito un solo caso di una bambina che sembra averla contratta 
dalla nutrice. Anche gli innesti tentati sull'uomo dai medici a Funchal sono 
finora rimasti senza risultato. 



(1) Damsch, Uebertragungsverst4che von Lepra auf Thiere^ Virchow's 
Archiv. Bd. 92. 

(2) Vossius, Uebertragungsversuche vom L^a auf Kanincheny Berìchte 
ùber Ophtalmologencongress su Heidelberg, Nov. 1884. 

(3) Melcher u. Ortmann , Uebertragung vom Lepra auf Kaninehen , 
Beri. klin. Wochenschr. 1885, No. 13. 
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Bacillo tifoso di Eberth. 

Il microparassita specifico del tifo addominale è stato de- 
scritto da Eberth (1) nel 1880, sotto forma di un bacillo corto 
e grosso , contenente spore, il quale si trova nel fegato , nei 
reni, nella milza, nelle ghiandole mesenteriche e nelle parti pro- 
fonde non ulcerate della mucosa intestinale tumefatta. Anche il 
Klebs (2) ha descritto, quale specifica del tifo, un'altra forma 
di bacilli lunghi e sottili : ma questi, come ha osservato il Roch (3), 
si trovano soltanto sulla superficie ulcerata della mucosa ed 
hanno perciò un'importanza afiatto secondaria, mentre i primi 
si trovano nelle parti profonde della mucosa stéssa e negli organi 
interm'. 

L'Eberth ed il Koch aveano però constatato la presenza 
di questi bacilli soltanto nella metà dei c^si presi in esame: 
Meyer (4) invece, ricercandoli più accuratamente sotto la di- 
rezione di Friedlànder, potè trovarli quasi regolarmente e 
tanto più numerosi, quanto più recente era la data della ma- 
lattia. Finalmente il Gaff ky (5), di 28 casi che ha osservato, in 
due soltanto, decorsi assai rapidamente, non ha trovato alcun ba- 
cillo, ma negli altri li ha trovati costantemente negli organi in- 
temi anzidetti, per quanto però abbia dovuto fare talora più di 
100 sezioni prima di rintracciare un ammasso dei bacilli caratte- 
ristici. Il D.'* He in (6) di Vienna li avrebbe anche osservati nel 



(1) Eberth, Die Organismen in den Organen bei Typhus ahdominalis. 
Virchow's Archiv, Bd. 81 (1880) e Bd. 83 (1881). 

(2) Klebs, Ber Bacillus des Abdominaltyphus und der typhàse Process. 
Archiv f. experim. Path. u. Pharm. Bd. XIII (1881). 

(3) KoGH, Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. I, p. 45. 

(4) Meter W., Untersuchungen ùber den Bacilltts des Abdominalty' 
pht4S, Inaug-Dissert. Berlin, 1881. 

(5) Gaffkt, Zur Aetiologie des Abdominaltyphus y Mittheilungen, ecc., 
Bd. Il, p. 372. 

(6) Hein, Typhusbacillen im Milxblute resp. Mihsafie, Gentralblatt f. 
d. med. Wissensch. 1884, p. 695. 
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SUCCO della milza, estratto dal vivente colla siringa Pra va z : questo 
fatto, finora constatato in un caso soltanto, se si verificasse co- 
stantemente, potrebbe riuscire di grande vantaggio per stabilire 
sicuramente la diagnosi dei casi dubbi fin da principio. 

Questi bacilli banno una lunghezza variabile, ma per lo più 
sono lunghi 3-4 volte tanto che larghi, e talora si presentano anche 
sotto forma di filamenti : sono grossi e neir interno dell'organismo 
la maggior parte contiene 2 o 3 grosse spore (Tav. II, fig. 7). 

Nelle sezioni dei tessuti si colorano bene con qualunque so- 
stanza basica di anilina ed anche coirematossilina : il Gaffky 
li ha colorati tenendo le sezioni per 44 ore nella soluzione di bleu 
di metilene. Si differenziano dai bacilli della putrefazione per 
ciò che si colorano assai più lentamente e soltanto nelle solu- 
zioni concentrate. 

Il Gaffky è riuscito per primo a coltivarli isolati sulla 
gelatina con infuso di carne, nella quale lo sviluppo delle colonie 
appare visibile già dopo 24-48 ore. C!ome caratteristica di questi 
bacilli coltivati in gelatina, il Gaffky ha osservato che sono 
dotati di vivaci movimenti propri, non fluidificano la gelatina e 
crescono neirinterno e non in superficie. Sulle patate il modo 
loro di svilupparsi è ancor più caratteristico, giacché la super- 
ficie di sezione delle stesse appare inalterata ed è soltanto come 
sporca, quando è già completamente coperta di bacilli, i quali 
in seguito costituiscono a poco a poco una specie di pellicola 
più resistente. In maniera analoga crescono pure sulla super- 
ficie del siero sanguigno solidificato. 

Sulle patate a 37» G. sporificano dopo 3-4 giorni : la tempe- 
ratura più favorevole alla formazione di spore oscilla fhi 30-40'* G.: 
a 20** G. solamente dopo 8 giorni comincia a comparire qualche 
spora isolata, ed al disotto di 20''non se ne formano più. 

I tentativi di innesto dei bacilli tifosi nei vari animali (co- 
nigli, cavie, topi, ratti, polli, vitelli, scimmie) non hanno avuto 
finora alcun risultato positivo. Tuttavia stando al loro modo 
speciale e caratteristico di crescere nei mezzi solidi di nutri- 
zione, alla loro differenza dai bacilli della putrefazione, e basan- 
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dosi finalmente sul fatto della loro presenza quasi costante nei casi 
di tifo nell'interno degli organi anzidetti, e della mancanza in- 
vece degli stessi nei cadaveri di individui morti per altre ma- 
lattie, si può con ogni probabilità ammettere che i bacilli in 
discorso sieno realmente i produttori dello alterazioni morbose 
del < tifo addominale y>, 

li punto di partenza di questi bacilli è senza dubbio Tinte- 
stino, giacché nei casi recenti si trovano in gran copia nella 
mucosa intestinale e non si trovano ancora nell'interno degli or- 
gani. Il veicolo che li introduce n^l nostro organismo nella mag- 
gior parte dei casi è Tacqua che beviamo, come lo dimostrano 
le osservazioni numerose, fatte in vari luoghi , di epidemie che 
hanno avuto il loro punto di partenza, ad es., dall'acqua di un 
pozzo inquinata dalle deiezioni d'un tifoso (Gaffky, Ramdohr). 

Bacillo del moccio (morva o farcino). 

L'identità patologica di questa malattia in alcuni animali do- 
mestici (cavallo e pecora specialmente) e nell'uomo era stata già 
dimostrata nel 1839 da Rayer, il quale a vea inoculato con suc- 
cesso negli animali il pus proveniente da un tumore moccioso 
dell'uomo. Il merito però di avere dimostrato la natura veramente 
parassitaria della malattia è dovuto a Lòffler e Schiitz (IX i 
quali trovarono nelle sezioni dei nodi mocciosi del polmone, del 
fegato, della milza, delle ghiandole linfatiche, dell'ovario, dei testi- 
coli e dei tumori della mucosa nasale una forma soltanto di bacilli, 
delicati, grandi all'incirca come quelli della tubercolosi e facil- 
mente colorabili colla soluzione alcalina concentrata di bleu di 
metilene. (V. Gap. III). Israel dice che si colorano eziandio col 
violetto di metile o di genziana. È da notare però che talora i 



(1) Struck, Vorldufige Mittheilungen ùber die Arbeiten welche zur 
Entdechung des BaciUus der Rotzkrankheit gefùhrt haben, Deutsche med 
Wochenschr. 23 Dee. 1882. 
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bacilli sono scarsi e si vedono difl3cilmenle: è necessario sempre 
di ricercarli coll'immersione omogenea e coll'apparecchio di Abbe. 

Riguardo alla forma ed alla grandezza di questi bacilli 
s:>no state fatte recentemente ricerche da Weichselbaum (1), 
dalle quali risulta che tali proprietà morfologiche variano al- 
quanto secondo il periodb di sviluppo dei bacilli stessi. In prin- 
cipio questi appaiono delicati e sottili come quelli tubercolari, 
e si colorano uniformemente col bleu di metilene e col violetto 
di genziana: in seguito si fanno più grossi, e nel loro interno 
compaiono alcuni punti chiari, non suscettibili di colorazione, 
che avrebbero il significato di spore. Finalmente in uno stadio 
più avanzato di sviluppo i bacilli si colorano assai debolmente 
col bleu di metilene, prendendo un aspetto decisamente granuloso, 
mentre si colorano ancora bene col violetto di genziana. Nelle 
culture mantenute a 37-38° G. si osservano talora filamenti, aventi 
una lunghezza 5-6 volte maggiore di quella dei singoli bacilli. 

Questi bacilli sono stati ottenuti anche in cultura isolata sul 
siero di sangue solidificato, ove si sviluppano a 37® G. dopo tre 
giorni, in principio sotto forma di goccioline trasparenti, le quali 
in seguito diventano biancogrigiastre e viscose. Nella gelatina 
crescono sotto forma di masse bianche, filamentose e ripiegate, 
che fluidificano la gelatina stessa; crescono benìssimo sulle patate, 
sotto forma di accumuli giallo-biancastri caratteristici, ì quali col 
tempo si fanno sempre più scuri. 

Gli innesti fatti colle culture nette di questi bacilli hanno 
riprodotto Timagine tipica della malattia nei cavalli, nelle cavie, 
nei conigli (non sempre), nei topi campagnuoli e nei cani. 

Tali risultati furono poi confermati da osservazioni ulteriori 
di Israel (2), di Wassilieff (3) e di altri. Bisogna notare che 



(1) Weichselbaum, Zur Aerologie d. Rotzkrankheil d. Menschetiy Viener 
med. Wochenschr. 1885 No. 21 e seg. 

(2) Israel, Ueber die Bacillen der Rotzkrankheit. Beri. klin. Wochen- 
schr. 1883, Noli. 

(3) Wassilieff, Die Bacillen des Rotzes und ihre Bedeutung fùr die 
Diagnose, Deutsche med. Wochenschrift. 1833, No. li. 
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fl reperto di questi bacilli nel muco nasale non può servire per 
stabilire la diagnosi della malattia, non cMioscendosi finora 
un metodo di colorazione spedale che li diflTerenzi dalle altre 
specie di bacilli 

Molkentin (1) per stabilire il diagnostico difiTerenziale 



della morra nei cavalli, che talora è assai difficile, ha proposto 
di usare l'innesto del virus sospetto n^ cani, i quali, special- 
mente se giovani, sono sensibilissimi per questa malattia e ino- 
culati ammalano sempre. 

Grùnwald (2) conferma di avere anche e^ tentato con 
successo, per lo stesso scopo, Tinnesto nei cani del muco nasale 
di animali afiTetti da morva. 



Bicflo deb w tt JMWM H dei Ini 



Questi bacilli sono piccoiiaBÌmi ; hanno ima lunghezza di 03-i«0 \k ed 
uno speMore di 0,1-0^ ^, sono per lo {ho isolati o rìaniti a due a due, o 
raramente a quattro ; non formano mai filamenti e talora producono spore. — 
Non hanno movimenti propri e si trovano per lo più nei liquidi in putre- 
fiaizione, donde sono stati isolati la prima volta dal Koch (3>. Basta iniet- 
tare nei topi bianchi una picoc^ quantità di un liquido putrefatto, p^ ve- 
derli morire con questa forma di setticemia bacillare dopo 4(V60 <»re. Alla 
sezione non si trova , ali* infoori di un leggero grado di edema attorno al 
punto di innesto e di una notevole tumefazione della milza, nessun altro 
segno di alterazioni apparente Nel tessuto sottocutaneo, tutto all'intorno della 
località innestata ed anche lontano da questa, si trovano numerosi i bacilli 
caratteristici : questi si trovano inoltre sparsi in gran copia in tutto Talbero 
vascolare sanguigno, tanto nei grossi vasi come nei capillari di tutto il corpo, 
e stanno specialmente racchiusi entro i corpuscoli bianchi , dove si molti* 
plicano talora in quantità così grande, che il corpuscolo si trasforma in un 
ammasso di bacilli rotondeggiante. Basta una piccolissima quantità del san- 
gue di un topo infotto per riprodurre la malattia in un altro animale. 

I topi di campagna hanno Timmunità naturale per questa malattia, le 
passere invece la contraggono facilmente coirinnesto. Innestando questi bacilli 



(1) Molkentin, Ein Beitrag zur Sicherstellung der Diagnose des oc- 
culten Rotzes, Inaug.-Dissert. , Dorpat 18^. 

(2) Grùnwald, Zur Differential-THagnose des Rotzes^ Oestr. Monatsschr. 
f. Thierheilkunde 1884, No. 4 u. folg. 

(3; KoGH, WundinfectioQskrankheiten, etc. 
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nell'orecchio di un coniglio, si vede insorgere un processo risipelatoso locale, 
a decorso caratteristico, ed innestandoli nella cornea si produce un'infiam- 
mazione viva deir occhio. Gli animali una volta inoculati, acquistano poi 
rimmunità verso gli innesti successivi dello stesso materiale. 

I bacilli della setticemia dei topi si coltivano facilmente nella gelatina 
preparata coir umore acqueo di vitello o coir infuso di carne e peptone, e 
formano neirintemo di questa una specie di nubecola, formata da finissimi 
filamenti ramificati, radianti da un punto centrale, assumendo un aspetto 
assolutamente caratteristico. Non fluidificano la gelatina. Non crescono sulle 
patate. 

Bacillo nella difterite dell'uomo. 



n Lóffler (1) ha osservato in 29 casi di difterite due forme 
di microrganismi patogeni : a) un micrococco sotto forma di ca- 
tena, a cui egli attribuisce un'importanza affatto secondaria, hj 
un bacillo speciale, lungo all' incirca come quello della tuber- 
colosi, ma due volte più spesso, ora diritto ed ora invece leg- 
germente ricurvo, colle estremità rigonfiate e non sporigeno, 
il quale si colora intensamente col bleu di metilene. Questo bacillo 
sembra essere identico a quello già dimostrato dal Klebs nella 
stessa malattia al congresso di Wiesbaden nel 1883. Si trova nelle 
parti più antiche e più profonde delle membrane difteriche^ ma non 
si trova mai negli organi interni, ed è stato osservato da Lóffler 
in 13 casi di malattia veramente caratteristica. Non si sviluppa 
nò sulle patate, né sulla gelatina, ma cresce bene sulla superficie 
del siero solidificato a 37'' C, sotto forma di punti bianchi rotondi, 
che presto confluiscono e ricoprono tutta la superficie del siero. 
A 6(y* G. muore e al disotto di 20® G. non si sviluppa. Il mezzo più 
acconcio pel suo sviluppo ò composto da 3 parti di siero di sangue 
di agnello, o di vitello, a cui si aggiunge 1 parte di brodo di carne 
di vitello, contenente 1 ®/o di peptone, 1 % di zucchero d' uva 
e V« ®/o dì sale di cucina. 

Innestando il prodotto di queste culture isolate sotto la cute 



(1) LòFFLBR, Untersuchungen ùber die Bedeutung^ ecc. Mitth. a. d. kais. 
Ges. Bd. 11, p. 421 e seg. 
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arrotondante, il quale nei mezzi di coltivazione artificiali cresce in forma di 
filamenti, contenenti spore di 0,5 ^ di spessore. Il Pasteur (1) invece af- 
ferma che il microparassita, che si trova nei casi di questa malattia, è un 
diplococco colla forma solita di otto in cifra, simile a quello del colèra 
dei polli. 

Il Klein ha trovato costantemente questa forma di bacilli nel conte- 
nuto bronchiale, nelle parti di polmone ammalate, nelle ghiandole inguinali 
e peritoneali tumefatte, nell'essudato peritoneale e nella mucosa e sotto- 
mucosa infiammata delF intestino dei maiali morti di tal malattia. Nel 
sangue li ha trovati, ma non sempre. Si colorano con tutti i colori ordinari 
d'anilina, ma preferibilmente colla fucsina. Il Klein ne ha fatto culture nei 
mezzi di nutrizione solidi e liquidi, e cogli innesti di questi bacilli, coltivati 
fino alla 5^ generazione, ha riprodotto la stessa forma morbosa nei suini, 
nei conigli e nei topi, constatando la presenza dei bacilli stessi nel sangue, 
nella milza, nel fegato e nei polmoni degli animali immolati. 

Il Pasteur (2), come si è già detto a proposito dell'attenuazione ar- 
tificiale dei virus, ha osservato che innestando i microbi del mal rosso in 
molti conìgli, da uno all'altro successivamente, mentre aumenta in maniera 
progressiva la loro virulenza verso questi animali, diminuisce invece nella 
stessa proporzione il potere infettante degli stessi verso i suini ; cosicché 
ad un certo punto non producono più in questi ultimi che una forma leg- 
gerissima di malattia, e conferiscono loro inoltre l'immunità dalle forme più 
gravi. 11 Pasteur ha visto infatti che, durante un'epidemia di questo male, 
i maiali innestati col virus attenuato nel modo anzidetto non si sono ammalati. 
Manca però ancora la prova diretta ed assoluta di questa immunità, giacché 
né il Pasteur né il Klein hanno provato se i maiali, trattati col virus 
attenuato, addivengono refrattari anche all'innesto fatto col materiale infet- 
tante, preso da altri suini morti per la stessa malattia. 



Altre forme di bacilli, dei quali però non è ancora completa- 
mente stabilita Timportanza patogenica, sono il bacillo della ma- 
laria, che sarebbe stato trovato da Klebs e da Tomma si- 
Crudeli nel terreno dei luoghi ove domina il miasma palustre, 
e quello deìXa sifilide , descritto una prima volta da K 1 e b s (3) e 
negato quindi da Ziegler e da altri, ed ora nuovamente messo 
in luce da Lustgarten, il quale dice di aver trovato per 
questo bacillo un processo speciale di colorazione. 



(1) Pasteur, Comptes-rendus , 22 nov. e 23 Dee. 1883. 

(2) Pasteur, Die Schutzimpfung gegen den Schvoeinerothlauf^ Fortschr. 
d. Med. 1884, No. 1. 

(3) Klebs, Are hi v f. experim. Path. Bd. X. 
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Del bacillo della malaria non parliamo, perchè Tosservazione 
anzidetta non ha ricevuto finora alcuna conferma positiva. 

Il bacillo della sifìlide è stato ora descritto daLustgarten(l), 
nell'interno delle neoformazioni sifilitiche, in 16 casi di sifilide 
da lui esaminati (2 sclerosi, i ghiandola linfatica, 3 papule, 
4 gomme ed il cosidetto secreto di 3 sclerosi e di 3 papule umide). 
Questi bacilli, simili per le proprietà morfologiche e di colora- 
zione a quelli della lebbra e della tubercolosi, lunghi da 3,5 - 4,5 
\x e larghi da */* — Vio ^^ diritti o ripiegati, hanno superficie di- 
suguale e contengono da 2-4 spore ovali per ciascuno. Non sono 
liberi, ma contenuti entro le cellule, in numero di 2-9 ed anche di 
più: nelle papule si trovano abbondanti nel reticolo malpighiano, 
ed in un caso di sclerosi sono stati osservati entro un vaso lin- 
fatico. — Il numero di questi bacilli nelle neoformazioni sifilitiche 
sarebbe vario, ed in generale non molto abbondante. Più abbon- 
danti invece si troverebbero nel liquido patologico proveniente 
dalle stesse ne^produzioni, per cui il loro reperto avrebbe anche 
valore per la diagnosi. 

Il processo usato da Lustgarten è il s^uente: 

Le sezioni dei pezzi indurati nell'alcool si lasciano per 12- 
24 ore nel liquido di Ehrlich; si lavano quindi nell'alcool e 
si portano in una soluzione di permanganato di potassa a 1 Vi Vo* 
ove si lasciano per circa 10 secondi, forms^idosi un precipitato 
di perossido di manganese che si deposita sulle sezioni; si im- 
mergono allora in una soluzione acquosa di acido solforoso puro, 
per un tempo variabile secondo il grado di concentrazione della 
stessa, finché si sono liberate dal perossido di manganese, si la- 
vano quindi nell'acqua e si immergono di nuovo nella soluzione 
di permanganato e da qui nell' acido solforoso, ripetendo V ope- 
razione un certo numero di volte (in generale 3-4 volte), finché 
le sezioni appaiono incolore. Allora si disidratano, si rischiarano 
e si chiudono in balsamo. I preparati sui coproggetti si trattano 
egualmente. 



(1) Lustgarten, Wiener medicinische Wochenschrift, 1884 No. 47, e 1885 
No. 17. 
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Questo modo di colorazione sarebbe comune ai soli bacilli 
tubercolari e lebbrosi, e non a tutto il resto dei microparassiti : 
ciononostante potrebbero i bacilli in discórso venir differenziati 
anche dagli anzidetti, perciò che si decolorano coll'acido nitrico 
ed idroclorico, a differenza di quelli della lebbra e della tuber- 
colosi. 

Che i bacilli descritti da Lustgarten sieno veramente gli 
specifici della sifilide, resta tuttavia ancora da dimostrarsi colle 
culture isolate e cogli esperimenti d* innesto fatti colle stesse. 

Batterio della setticemia dei conigli. 



11 Koch ed il Gaffky (1), iniettando nei conigli Tacqua putrida e puz- 
zolente di un piccolo fiume (Pankevasser) che scorre in Berlino, affluente 
della Sprea, osservarono che questi animali morivano dopo poche ore coi 
sintomi di una malattia altamente infettiva, caratterizzata anzitutto da ele- 
vazione della temperatura del corpo, da dispnea (10-12 ore dopo Tinnesto) e 
quindi da abbassamento della temperatura, fino al disotto del normale, e da 
alcuni accessi convulsivi che terminavano colla morte (16-20 ore dall'innesto). 
Alla necroscopia si trovano la milza e le ghiandole linfatiche tumefatte ed i pol- 
moni distintamente marmorizzati, senza nessuna traccia di infiammazione né 
alla pleura né al peritoneo. Nel sangue si osservano abbondanti i microbi spe- 
cifici, sotto forma di bastoncini corti, colle estremità leggermente acuminate: 
trattati coi metodi di colorazione ordinaria , mostrano nel mezzo un tratto 
non colorato, in modo da prendere Taspetto di due micrococchi posti vicini 
Tuno airaltro, senza però avere nel mezzo un vero strozzamento. Sono lunghi 
14 ^ e larghi da 0,6-0,7 fn. Se sono riuniti a due a due, assumono Taspetto 
di otto in cifra; talora se ne trovano riuniti parecchi in forma di filamenti, 
e sono circondati da un alone più chiaro. Non hanno movimenti propri. 

Questi batteri sono patogeni anche per i topi, per i polli e per i pas- 
seri: non lo sono invece per le cavie e per i cani. 

Crescono assai facilmente nei mezzi di nutrizione più* svariati. 

Non pare però che si trovino sparsi dappertutto, poiché nelle sostanze 
in putrefazione non furono mai trovati, ed il Koch li rinvenne soltanto 
in quell'acqua di Berlino ed una volta nel liquido di salame putrefatto. 

Si crede che questo batterio sia identico a quello descritto da Ray- 
naud e Lannelonguee quindi da P a s t e u r, come specifico di una forma 
di setticemia, prodotta nei conigli coir innesto della saliva di un bambino morto 



(1) Koch u. Gapfry, Mitth. a. d. kais. Ges. Bd. 1, p. 102. 
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d' idrofobia. Difatti la descrizione di questa forma morbosa, che vemie dap- 
prima designata senz'altro col nome di e rage » e quindi semplicemente con 
quello di « maladie nouvelle », collima perfettamente col quadro anzidescritto 
e colla malattia che si ottiene inoculando nei conigli la saliva degli indi- 
vidui normali, anche a riguardo delle proprietà morfologiche del microbo 
specifico. 

Batterio del colèra dei polli. 

Un altro batterio patogeno è quello descritto an2dtutto dal Ferro n cito, 
e quindi da Toussaint e da Pasteur come specifico del cosidetto colèra . 
o tifoide dei polli , e che si trova abbondante nel sangue degli animali 
morti per tale malattia. Questo microparassita ha la forma di bastoncino 
molto corto, immobile, leggermente strozzato nel mezzo ed appartenente 
alla categoria degli aerobi. Le galline (o colombi, oche, anitre) inoculati 
con questo virus hanno diarrea profusa ed appaiono estremamente abbat- 
tuti, colle ali penzoloni, ed in preda ad una sonnolenza invincibile. La morte 
li colpisce in poche ore. La caratteristica del reperto necroscopico è un'en- 
terite emorragica del duodeno. Il sangue di questi animali possiede proprietà 
* altamente infettanti. Con ogni probabilità questa malattia non è che una 
varietà di setticemia e non ha perciò alcun interesse speciale. 

Questo microbo si coltiva facilmente al difuori dell'organismo, sia nel 
brodo di pollo neutralizzato come nella gelatina. Le culture fatte nel brodo 
di pollo dopo un certo tempo subiscono, secondo le osservazioni del Pa- 
steur, un'attenuazione del loro potere infettante, ed innestate nei polli 
producono in questi soltanto una forma leggera del male che non li uccide, 
ma li rende invece immuni dagli innesti ulteriori. 



Spirochete del tifo ricorrente. 

Questa forma speciale di microparassita è stata scoperta da 
Obermeier (1) nel sangue degli individui affetti da « febbre ri- 
corrente » durante V accesso. Si presenta sotto forma di fila- 
menti ondulati (Fig. I, h, pag. 9), lunghi da 16-40 ^, mobilissimi, 
provvisti di ciglia terminali. Si trovano solamente nel sangue e 
soltanto durante Taccesso febbrile : negli intervalli da uno airaltro 



(1) Obermeieb, Med. Gentralblatt 1S73. — Beri. klin. Wochenschr. 1873, 
p. 151 e 391. 
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accesso non si trovano, se non tutt'al più per due giorni ancora 
dopo cessata la febbre. 

Gli spirocheti si colorano bene col bruno di Bismarck, col 
violetto di metile e coll'azzurro di metilene. 

Il Carter (1) ed il Koch sono riusciti, inoculando nelle 
scimmie il sangue contenente questi elementi parassitari, a ri- 
produrre la malattia caratteristica, trovando pure nel sangue 
degli animali, uccisi nelFacme della malattia, numerosi gli spiro- 
cheti. Con ogni probabilità adunque questi sono da considerarsi 
quali elementi produttori dell'infezione, per quanto non sia riu- 
scito finora di coltivarli al difuori dell'organismo animale. Sono 
ignote perciò le caratteristiche del loro sviluppo e la loro dimora 
fuori del sangue; non si sa neppure ove si vadano a nascon- 
dere i suppostf germi, durante l'apiressia. 

Spirochete boccale. 

É lungo da 10-20 ^ , colle estremità appuntite , assai simile 
al precedente, ma più sottile e più delicato; si trova spesso nel 
secreto della cavità della bocca e del naso, specialmente nella 
patina dentaria e nel contenuto dei denti cariati, unitamente al 
« leptotrix buccalis». Dalle osservazioni di Miller (2) risulte- 
rebbe che questi due microrganismi , i quali si trovano nell'in- 
terno dei canalicoli dentari dei denti cariati, hanno importanza 
per la produzione della carie stessa, penetrando nel dente dopo che 
sia avvenuta la decalcificazione dello smalto per opera degli 
acidi, che si formano per la decomposizione dei residui delle so- 
stanze alimentari. 



(1) Carter, Deutsch. med. Wochenschr. 1879, No. 16 e 25. 

(2) Miller, Gdhrungsvorgdnge im menschl. Munde ecc* Deutsche med. 
Wochenschr. 1884, No. 36. — Ueber die Caries der Zdhne. Gorrespondenz- 
blatt fùr Zahnàrzte, 1884. 



— 288 — 



Vibrione colerigeno. 

Scoperto dal Koch, il quale nel 1883 lo trovò costante- 
mente nell'interno dei cadaveri di colerosi , da lui sezionati in 
Alessandria d'Egitto e quindi nelle Indie, questa forma di micro- 
parassita è stata più tardi ottenuta in cultura isolata ed inne- 
stata anche negli animali con risultato positivo; tanto che si può 
affermare oggidì che la causa del colèra asiatico risiede nello 
sviluppo di questo parassita nel nostro organismo. 

Questi microbi, chiamati dal Koch (1) per la loro forma 
speciale ricurva « Kommabacillus » (Tav. II, fig. 5), sono lunghi 
la metà o i "/j circa dei bacilli tubercolari, ma ^no più grossi 
e leggermente ripiegati a mo' di ima virgola. Talora due indi- 
vidui si trovano ravvicinati nello stesso senso ed appaiono sotto 
forma di un semicerchio, oppure sono riuniti in senso inverso 
ed hanno l'aspetto di una S. Nelle culture assumono però un 
altro aspetto caratteristico di filamenti ripiegati a spirale, molto 
somiglianti agli spirocheti della febbre ricorrente. Per questo 
stadio speciale di sviluppo sarebbero da porsi fra gli spirilli, ma 
siccome poi si segmentano e la forma di lunghe spirali non ri- 
sulta che dalla riunione di parecchi individui ( come i filamenti, 
cosidetti di « leptotrix », nello sviluppo dei bacilli), cosi m'è parso 
più opportuno chiamarli semplicemente « vibrioni ». Non si è 
finora osservato in questi formazione di sporo, né alcun' altra 
forma durevole equivalente , atta a preservare la vita della 
specie daUe influenze esterne nocive. Basta infiatti il dissecca- 
mento, prolungato per un'ora, per uccidere sicuramente il pro- 
dotto delle culture di questi microbi. 

Vegetano assai bene come saprofiti nei mezzi di nutrizione 
più svariati, quali sono il brodo alcalino, il latte , il siero san- 



(1) Koch, Die Conferenz zur Erórterung der Cholerafrage. Deutaclie 
med. Wochenschr. No. 32, 1884. 
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guigno solidificato, la gelatina, l'agar-agar e le patate. Ponendo 
una goccia di brodo, contenente i vibrioni colerigeni, in un ve- 
trino e rovesciandolo sopra un portoggetti incavato, si vede che 
sono mobilissimi ed offrono ai margini della goccia un aspetto ca- 
ratteristico. Nel latte si sviluppano rapidamente, senza alterarne 
per nulla le proprietà macroscopiche. 

Ma il mezzo più adatto pel loro sviluppo, dove le colonie 
assumono un'apparenza veramente caratteristica, è la gelatina 
nutritiva leggermente a^caltna. Mantenendo i tubi a 20-22** C, 
già dopo 24 ore le colonie appaiono, lungo il percorso dell'ago di 
platino, sotto forma di piccole goccioline a contorni irregolari, di 
aspetto granuloso, come se fossero formate da un ammasso di cor- 
picciuoli splendenti, e d'una tinta giallo-rosea leggera. Progredendo 
lo sviluppo, la gelatina si fluidifica all'ingiro lentamente, mentre 
la cultura tende ad approfondarsi a poco a poco, in modo da 
assumere l'aspetto di un imbuto^ nell'apice del quale si vede la 
colonia sotto forma di un punto biancastro. Questo modo di cre- 
scere nella gelatina è speciale del vibrione colerigeno. 

Un'altra caratteristica dello sviluppo in gelatina si ha os- 
servando al microscopio con debole ingrandimento le culture 
sulle lastre di vetro, ove si vedono i margini delle colonie den- 
tellatiy anziché lisci come d'ordinario, e la colonia stessa imbu- 
tiforme e come se fosse composta di vetro polverizzato. La fluidi- 
ficazione della gelatina procede lentamente e le singole colonie 
hanno la dimensione di i mm. circa. — Anche dopo 5-6 giorni 
non si ha mai sviluppo di gaz odorosi, ma solamente un odore 
leggermente urinoso ed aromatico. L'agar-agar non viene fluidi- 
ficato dallo sviluppo di queste colonie. 

Non crescono sulla gelatina che reagisce acida, anche de- 
bolmente, e si sviluppano invece sulle patate, che hanno pure 
reazione acida, ma soltanto a temperatura più elevata che non 
sulla gelatina. Sulle patate alla temperatura dell'ambiente non 
si sviluppano, ma a 30® G. vi crescono rapidamente sotto forma 
di uno strato sottile giaUoscuro, simile alle colonie dei baciUi 
del moccio, forse soltanto un poco più chiaro. 

19 



La temperatura più favorevole allo sviluppo di questo mi- 
crobo oscilla tra 30-40" C; a 17" T accrescimento si fa già più 
lento e a 16° cessa del tutto, come avviene pel bacillo del car- 
bonchio. A 70-80° C. muore; raffreddalo invece fino a-iO" C, si 
mantiene ancora in vita. — Per crescere ha bisogno dell'ossigeno, 
è aerobio; nelle culture fatte nei porloggelti incavati, chiusi col 
coproggetti , e nell' atmosfera di CO* lo sviluppo si arresta, ma 
non cessa la vita. — È sensibilissimo all'azione di certi acidi; dico 
cosi perchè cresce sulle patate, che sono pure debolmente acide. 
EgTialmente molto sensibile è pel disseccamento; se non è in mi 
mezzo umido, muore rapidamente. Nel corpo dell'uomo vivente, 
nelle deiezioni, nella biancheria, nell'intestino dei cadaveri non ha 
che un'esistenza di breve durata. Nell'acqua distillata, secondo 
le osservazioni di Babes{l), muore presto; secondo quelle di 
Nicati e Rietsch(2) invece dura in vita 20 giorni circa. Nel- 
l'acqua fluviale però ed in quella dei condotti si mantiene in 
vita 7 giorni ed anche di più, nell'acqua dei pozzi 30 giorni; 
nell'acqua del porto di Marsiglia i microbi rimasero in vita per 
sinoSl giorni. L'acqua è adunque un mezzo assai fevorevole di 
conservazione del parassita colerigeno, e l' acqua salata anche 
più di quella dolce. 

Il luogo dì sviluppo del parassita nell'oi^anismo umano è sem- 
plicemente l'intestino, giacché finora non si sono trovati nell' in- 
terno degli organi, né tampoco nel sangue. Secondo le osservazioni 
del Koch penetrano pure nell'interno dello spessore della mu- 
cosa e nei follicoli solitari. 

Lo sviluppo dei microbi colerigeni è rapidissimo, ma la pa- 
rabola della loro vita si svolge anche con altrettanta rapidità : la 
loro vegetazione raggiunge ben presto un massimo, resta sta- 
zionaria per un poco e quindi decresce finché si spegne. Mesco- 



(1) Babes, Untersìichimgen ùber Koeh'i Kommabaei'lieH. Virchoi''» h^ 
eliiv, Bd. 99, 1. Heft. 

(2) NicATi et RjETscB, La vilalité du microbe du CSutlèro- R-Vnt *^ 
tifique, N. Q, 18^. 
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landò le sostanze, che li contengono commisti ad altre forme di 
microrganismi, ad es. le deiezioni alvine dei colerosi, colla terra 
umida e distendendola su di un pezzo di tela mantenuto umido, 
si ottiene dopo 44 ore una cultura netta dei vibrioni in discorso, 
giacché vincono nella concorrenza gli altri microbi: dopo 2-3 
giorni però cominciano già a morire, e gli altri microrganismi 
prendono il sopravvento. Lo stesso avviene nell'intestino dell'uomo 
ammalato, ove i vibrioni specilQci si trovano soltanto nei primi 
stadi del male, specialmente nel periodo delle scariche alvine 
scolorate e risiformi. 

Nei cadaveri dei colerosi è raro trovarli al di là dell'unde- 
cime giorno ; per lo più dopo il 5® o 6® giorno di malattia scom- 
paiono. Nelle deiezioni lasciate a sé muoiono e scompaiono qual- 
mente fta il 3** ed il 6° giorno. Il Koch ritiene che il loro 
sviluppo sia incompatibile con quello dei microbi della putrefìazione, 
per cui crede che le feci gettate nelle latrine non sieno cosi pe- 
ricolose come generalmente si ritiene. Noto bensì che questa é 
un'opinione non ancora positivamente dimostrata. Il Koch 
avrebbe soltanto osservato che nel contenuto di una latrina i 
vibrioni colerigeni erano scomparsi dopo 24 ore. 

I principali agenti che servono ad impedire lo sviluppo di 
questi esseri, oltre il disseccamento, come é stato già esposto, 
sono, secondo il Koch, l'acido fenico in soluzione di 1:400, 
il solfato di rame 1 : 2,500 , il chinino 1 : 5,000 ed il sublimato 
1 : 100,000. È da notare che il solfato di ferro, che si vede cosi 
generalmente raccomandato per le disinfezioni, non impedisce lo 
sviluppo dei vibrioni colerigeni, se non quando si aggiunge al 
liquido di nutrizione degli stessi in proporzione del 2%, e tut- 
tavia non li uccide; sicché gettandolo nelle latrine, può essere 
anzi che impedisca la putrefazione e favorisca cosi il mantenersi 
in vita dei microbi specifici. 

n Koch ha prodotto eziandio la prova negativa della spe- 
cificità dei vibrioni colerigeni, giacché oltre il provare che si tro- 
vano costantemente (in certi periodi ben inteso) nei cadaveri dei 
colerosi, ha esaminato un gran numero di cadaveri di altre ma- 
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lattie, e le scariche alvine di altri individui malati e qaelle dei 
sani, e non ha mai trovato in nessun caso una forma simile a 
questa finora descritta. 

In quanto alle prove d'innesto fatte sugli animali, tralascio 
di parlare dei tentativi fatti da Thiersch e da altri, già da 
tempo, facendo ingerire agli animali le deiezioni colerose; dirò 
soltanto che recentemente Rietsch e Nicati hanno an- 
zitutto iniettato direttamente nel duodeno dei cani il prodotto 
delle culture nette dei vibrioni, previa l^atura del coledoco, ed 
hanno visto riprodursi la sindrome fenomenica del colèra, con 
abbondante sviluppo dei microbi specifici nell'intestino. 

In seguito il Koch(l) ha ripetuto l'esperienza nei conigli 
e nelle cavie senza legatura del coledoco, diluendo la cultura 
netta in guisa, che la quantità di liquido iniettato non conte- 
nesse che una centesima parte d'una goccia del liquido di cul- 
tura. Gli animali sono morti da 36 ore a 3 giorni dopo l'innesto 
coi fenomeni del colèra, e nel contenuto intestinale del tenue si 
trovarono numerosissimi i microbi caratteristici. — Tali risultati 
sono stati confermati anche dalle osservazioni di Babes e di 
Van Ermengen (2). 

Più recentemente ancora lo stesso Koch (3) afferma di aver 
riprodotto la malattia in 85 cavie, mediante l'iniezione stoma- 
cale della cultura netta dei microbi nel brodo, preparando perb 
in antecedenza l'animale come segue. Si iniettano nello stomaco 
dell'animale 5 ccm. di soluzione di soda al 5 ®/o, e dopo 40 mi- 
nuti, si iniettano 10 ccm. di brodo di carne, contenente i vibrioni 
allo stato di cultura isolata; immediatamente deposi fa nel cavo 
peritoneale un'iniezione di tintura d'oppio, nella proporzione di 
1 ccm. per ogni 200 gr. di peso dell'animale. Questi si narco- 



(1) KoGH, Ueber die Cholerabacterien^ Deutsche med. Wochenschr. 1884, 
No. 45. 

(2) Yan Ermbngem, Bull, de la Soc. de Micr. belge, N. 1 e 2, 1884 e 
N. 3, 1885. 

(3) Koch, Yorlàuf. Mitth. ùber d. zweite Serie von Sitzungen der Che- 
lera-Gonferenz. Beri. klin. Wochenschr. 1885, No. 19, p. 309. 
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lizzano, ma dopo '/«"^ ^^^ si rianno completamente. — Dopo 1-3 
giorni muoiono e si trova lo stomaco , il tenue ed il cieco ri- 
pieni di un liquido alcalino, incoloro e fioccoso, che è quasi una 
cultura netta dei vibrioni colerigeni. 

n valore specifico dei microbi scoperti dal Koch pare adunque 
provato, malgrado le molteplici obbiezioni mo>isegli da ogni parte, spe- 
cialmente per opera di Lewis, di Finkler e Prior, di Klein e di 
Emmerich, alle quali tutte ha risposto il Koch (1) vittoriosamente. 
Lewis (2) ha voluto sostenere che il vibrione anzidescritto non è specifico 
del colera, perchè una forma identica si trova pure normalmente neUa ca- 
vità boccale, specialmente nella patina dentaria. Anzitutto notiamo che questo 
reperto non è una novità, e che il Miller già nel 1879 avea descritto 
questa forma nell* intemo dei denti cariati, ritenendola come causa deUa 
carie dentaria. Ma il Koch ha inoltre dimostrato che esìstono fra le due 
forme differenze biologiche spiccatissime, e che e il microbo virgolato » del 
Levia nella gelatina neutra o debolmente alcalina non si sviluppa. 

Ma Tobbiezione più forte è stata fatta da Finkler e Prior, i quali 
hanno detto di aver trovato lo stesso vibrione nelle deiezioni in 20 casi di 
choìera nostras. Il risultato della viva polemica che ha suscitato in Ger* 
mania questo fatto, alla quale hanno preso parte tutti i più distinti batte- 
riologi tedeschi, è stato che nelle culture, cosidette pure^ di Finkler e 
Prior (3) sono stati isolati dal Koch e dal Yan Ermengen 4 specie di 
microrganismi, 1 micrococco e 3 specie di bacilli, dei quali due diritti, i 
quali non fluidificano la gelatina , ed un altro ricurvo , simile a quello del 
colèra asiatico, sebbene un po' più grande e più grosso (Tav. II, fig. 6). Le 
difierenze appaiono però più spiccate nelle culture in gelatina, giacché quivi 
lo sviluppo di quest^ultimo bacillo è assai più rapido; sulle lastre di vetro 
le colonie appaiono di un colore giallo scuro (e non quasi incolore come quelle 
del vibrione del colèra), la gelatina viene fluidificata molto più rapidamente 
senza prendere la forma caratteristica ad imbuto, e dopo 24-36 ore emana 
un forte odore puzzolente. 

Il DJ* Emmerich (4) dice di aver trovato nel sangue e nell'interno 
degli organi dei colerosi un piccolo bacillo, che si troverebbe pure nell'in- 
testino a lato del vibrione del Koch. Egli afferma inoltre di avere anche 
riprodotto la malattia caratteristica coir innesto sottocutaneo delle culture 
nette di questi bacilli nelle cavie, cani, gatti e scimmie (5). Il Koch ri- 



(1) Koch, Lavoro penultimo citato. 

(2) Lkwib, The Lancet. Sept. 20, 1884, p. 513. 

(3) Finkler u. Prior, Untersuch, ùber Cholera nostras, Deutsche med. 
Wochenschr. 1884, No. 36. 

(4) Emmerich, Beri. klin. Wochenschr. 1885, No. 2. 

(5) Vortrdge in aerztl. Ver. zu Mùnchen, ùber die Cholerafrage, Beri, 
klin. Wochenschr. 1885, No. 15, p. 237. 
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tiene che questo reperto si déblA ad imparità aoddentali ddle cohiire , «Tendo 
tatti gli altri oaaenratori ottenuto risaltati Degatiri dalle ricerche ftftenri 
sangue e negli organi degli indiyidai eolpti da colèra. A me aemhra però 
più probalàle che nei casi osaenrati dal D.'* Emmerich si possa trattare 
piuttosto di iin*infezioiie nùsta, come si osserva aMMMtama spesso n^Ie ma- 
lattie infettive. 

Se però è coA dimostrala Fimportanza patogenka di questo 
Yibiione, non mi pare si possa dire altrettanto del vaiare dia- 
gnostico dello stesso, come Torrebbe il Koch. É noto infatti 
che egli ha istitoito nel suo laboratorio di Berlino nn corso 
speciale di esercitazicHii pratiche, cosidetto «Gholeracor8Qs>, 
esclnsiramente destinato a porre in grado i medici pratici di 
poter fkre in modo sicuro la diagnosi di un primo caso di cho- 
lera, valendosi dei metodi di ricerca del Koch, per poter pren- 
dere a tempo le disposizioni igieniche opportune. É da notare 
bensì che nel perìodo iniziale della cosidetta diarrea premoni' 
loriOj che è appunto queUo in cui sarebbe più interessante, 
sotto ogni rapporto, di stabilire il diagnostico, non si è ancora 
dimostrata la presenza costante dei microparassiti; e le osserva- 
zioni fatte finora, anche nell'ulteriore decorso del male, dimo- 
strano che la semplice osservazione microscopica per la diagnosi 
non basta, perchè lascia per lo più nell'incertezza, ed è neces- 
sarìo perciò ricorrere in ogni caso alle culture, fatte diluendo 
nella gelatina il materiale proTeniente dall' intestino. Una tale 
operazione, per quanto non olDDra in sé alcuna difficoltà, ri- 
chiede tuttavia una tecnica assai delicata ed un lungo es»*cizio, 
perchè riesca; ond'è che dubito che possa questo mezzo di dia- 
gnosi diventar generale, ed essere usato anche nelle campagne 
dai medici pratici. 

n processo consigliato dal Koch è lo stesso già descritto 
nel Gap. VI, e non istarò quindi a ripeterlo. Dirò soltanto che si 
deve anzitutto colle deiezioni alvine fare un gran numero di 
preparati microscopici e che, per materiale da diluirsi nella ge- 
latina, deve scegliersi uno dei piccoli fiocchetti di muco bianca- 
stri, che si trovano sospesi nel liquido intestinale risiforme. Una 
volta sviluppate le colonie sulla gelatina, distesa sulla lastra di 
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vetro, se ne controlla la purezza col microscopio a debole ingran- 
dimento, se ne fanno innesti nella gelatina contenuta nei tubi 
ed in quella distesa sui vetrini porto^tti, se ne osserva il 
movimento in una goccia di brodo, chiusa in un portoggetti in- 
cavato, e si coltivano sulle patate ; se ne devono insomma osser- 
vare tutte le proprietà biologiche principali, che sono caratteri- 
stiche. Dopo 24 48 ore al più, si è in grado con tal metodo di 
stabilire il diagnostico sicuramente. 

Schottelius (1) ha recentemente proposto per lo stesso scopo un altro 
processo, il quale non permette, come quello del Koch, di poter constatare 
tutte le proprietà caratteristiche del vibrione colerìgeno, ma è però molto 
più semplice e più spiccio, giacché rende possibile Toraervazione microsco- 
pica dopo 12 ore. Egli si vale della doppia proprietà di questo microbo, di 
essere mobile ed aerobio, per cui si raccoglie, sviluppandosi, alla superficie 
dei liquidi di nutrizione. Egli mescola perciò una grande quantità (100 a 
200 ccm.) di deiezioni alvine sospette con 250-500 ccm. di brodo di carne 
leggermente alcalino, e lo mette in un vaso piuttosto alto e stretto, man- 
tenendolo ad una temperatura fra '3040^ G. Si lascia fermo 12 ore ed 
aUora, se si fanno preparati microscopici col liquido superficiale, preso dai 
margini, si trovano composti esclusivamente da microbi virgolati. Basta 
di averli visti una volta, per poter fare in tal guisa anche col semplice 
esame microscopico la diagnosi sicura del colèra. 

« 

Al difuori deirorganismo animale, questi microparassiti sono 
stati osservati dal Koch una volta soltanto in India nell*acqua 
di uno stagno, ove era stata lavata la biancheria di un primo 
individuo morto di colèra in una capanna vicina ; quest' acqua 
divenne poi il punto di partenza di im*epidemia colerosa, che si 
diffuse tutto airintomo. Nicati e Rietsch affermano di averli 
osservati più volte nelle acque provenienti dai luoghi infetti. 

Si ritiene che Tinfezione avvenga coll'introduzione degli ali- 
menti, e che agisca come causa predisponente un disturbo ga- 
strico qualsiasi, che distrugga V acidità protettrice del succo ga- 
strico. Si suppone pure che il virus agisca producendo sostanze 
velenose, che sarebbero riassorbite nell'intestino. 



(1) ScHOTTSLius, Zum mikrosk. Nachvoeiss^ eco, Deutsche med. Wochen- 
schr. 1885, No. 14. 
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Il Richard infatti, facendo ingerire ai porci un certa quan- 
tità di deiezioni alvine di colerosi, ne ha causato la morte, da 
15 minuti a 2 */« ore dopo, coi sintomi di un avvelenamento an- 
ziché con quelli di una vera malattia da infezione, come egli 
credeva. 

Microcooco della risipola. 

La contagiosità di questa malattia della pelle, che ha per lo 
più per punto di partenza una lesione di continuo, parlava già in 
favore della natura parassitaria della stessa; e molti osserva- 
tori, fra i quali Hueter, Recklinghausen, Billroth ed 
Ehrlich, Orth ed il Koch aveano anche trovato nei tratti 
di pelle ammalata ammassi di micrococci. Fehleisen (1) riusci 
però per primo a coltivarli al difuori delForganismo nella gela- 
tina con infuso di carne e peptone, ed a riprodurre nelFuomo 
e negli animali (conigli) la stessa forma morbosa coirinnesto del 
prodotto delle culture isolate. 

È un micrococco assai minuto (0,3-0.4 ili) e nella pelle malata 
si trova soltanto entro gli spazi e vasi linfatici (Tav. I, fig. 5), e 
non mai entro i vasi sanguigni, il che sipiega il progredire del male 
sotto forma di striscie rosseggianti sulla superficie cutanea. Nella 
gelatina questi cocci crescono in forma di colonie bianche roton- 
deggianti, che non fluidificano la gelatina, ed osservati al micro- 
scopio appaiono riuniti a catena (streptococco). Muoiono facilmente 
in presenza dell' acido fenico in soluzione del 3 ^/o e nella solu- 
zione di sublimato a 1 °/oo (Fehleisen). 

Microoocoo della polmonite. 

Friedlànder (2) e Fro be ni us hanno descritto per primi 
neiressudato alveolare e nei linfatici dei polmoni colpiti da in- 



(1) Fehleisen. Die Aetiologie d. Erysipels. Berlin 1883. 

(2) Friedlaendbr, Virchow's Archiv. Bd. 87. — Fortechritte d. Med. 1883, 
No. 22 e 1884, No. 10. 
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fiammazione crupale, come anche neir essudato pleurico e pe- 
ricardico, una forma speciale di micrococcl (Tav. II, fig. Vili 
e IX) rotondi od ovali, talora isolati, per lo più riuniti a due a 
due a catena, coirapparenza di bacilli. 

La caratteristica principale morfologica di questi cocci è 
quella di essere circondati, in certe condizioni però e non sempre, 
da una capsula che è di forma rotonda, ovale o cilindrica, se- 
condo che si tratta di mono-, diplo- o streptococci, e si colora de- 
bolmente colla genziana o colla fucsina in soluzione acquosa. 
Siccome è raro di trovare in altri microrganismi patogeni una 
capsula così evidente come in questi, cosi la stessa costituisce 
un distintivo morfologico importante. Sgraziatamente però non 
sempre i pneumococci ne sono provvisti, e nell'organismo umano 
ammalato si trovano rivestiti del loro involucro soltanto nel pe- 
riodo ascendente del male; in generale dopo la 5^ o la 6^ gior- 
nata ne sono già privi. Negli animali invece, inoculati colle cul- 
ture nette di questo parassita, si trovano negli organi e nel 
sangue i cocci specifici provvisti della loro capsula. 

Al difuori deir organismo animale, nelle culture in gelatina 
e sulle patate la capsula non esiste, ed in quelle sul siero di 
sangue si osserva talora, ma non costantemente; basta però, come 
ha mostrato Friedlànder (1), porre una piccola quantità di 
queste culture nel brodo riscaldato a 35* G. circa , per vederle 
comparire dopo pochi minuti. Foàe Rattone(2) hanno inoltre 
osservato che, inoculando il prodotto delle stesse culture nelle 
cavie sottocute o nel peritoneo, due giorni dopo l'innesto si tro- 
vano già nei prodotti patologici i micrococci provvisti di capsula. 

Le capsule si colorano facilmente, sia nei preparati di sezioni 
come in quelli essiccati sui vetrini: pei primi si è già detto che 
Friedlànder consiglia la soluzione acida di genziana, peri 



(1) Fribdlaendeb, Fortschr. d. med. Bd. 3, 1885, p. 91. 

(2) FoÀ e Rattonb, Osservazioni ed esperimenti sul pneumococco, Go- 
ixiunicazioni fatte all'Accad. di med. di Torino il 12 nov. 1884 e il 16 gen- 
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secondi invece si usa il liquido di Ehrlich, lavando quindi i 
preparati rapidamente ('/< minuto) nelFalcool; basta però anche 
la semplice soluzione acquosa di genziana all'I %, riscaldata a 
40® C, e la lavatura successiva colla sola acqua distillata, 
senza Fuso dell'alcool, per ottenere le capsule colorate debolmente 
e nell'interno di queste i cocci tinti di un colore ^iù intenso. 

Questo involucro sembra essere composto di mucina, o al- 
meno di una sostanza che ha le stesse reazioni, giacché è so- 
lubile nell'acqua e negli alcali diluiti ed insolubile invece negli 
addi. — Sembra pure che la capsula esista soltanto quando i 
pneumococci trovansi all'apice del loro sviluppo, e che poi 
vada scomparendo a grado a grado, a misura che i microbi invec- 
chiano. 

Nell'organismo umano il parassita esiste abbondante, oltreché 
nell'essudato che riempie gli alveoli polmonari , anche nei pro- 
dotti patologici della pleura e del pericardio infiammati , e nei 
vasi sanguigni della corteccia del rene infiammato egualmente (1). 
Nel sangue é stato trovato da Friedlànder col mezzo delle 
culture in un solo caso dei sei, nei quali avea praticato le ri- 
cerche; probabilmente vi esiste soltanto in certi stadi della ma- 
lattia, e non in tutti i casi. Negli animali, uccisi coll'innesto del 
pneumococco, si trovano invece abbondanti e mimiti di capsula 
tanto nel sangue , come nell'essudato pleurico e pericardico. Le 
osservazioni di Friedlànder, colle quali si accordano anche 
quelle fatte ultimamente da Foà e Rattone, hanno dimostrato 
che l'inoculazione diretta nel polmone dei cocci specifici in cul- 
ture isolate riproduce la malattia caratteristica nei topi bianchi, 
nelle cavie e talora anche nei cani, e riesce invece sempre 
inattiva nei conigli. Salvioli e Zàsslein(2) avrebbero invece 
riprodotto la malattia anche in questi ultimi animali. — Il pneu- 



(1) Nauwercr, Ueber morbus Brighlhii bei croupóser Pneumonie, Bei- 
tràge zur pathol. Anat. und Physiol. von Ziegler und Nauwerck. Jena, 
1884. 

(2) Salvigli, Archivio per le scienze mediche, voi. Vili, p. 127. 
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mococco, inoculato nel peritoneo delle cavie, vi produce un'ir- 
fiammazione fibrinoda locale che si comunica anche alla pleura, 
e gli animali muoiono per setticemia, ma senza polmonite. 

Al difuori dell'organismo animale è stata constatata dal 
D." Em mer ic h (1) la presenza dei pneumococci nella polvere degli 
interstizi dell'impiantito nel dormitorio di una prigione, dove si 
era sviluppata un'epidemia di polmonite crupale. ÌID.'^ Emme- 
rich ha ottenuto da questa polvere il microbo specifico in 
cultura isolata, ed ha riprodotto la malattia nelle cavie e nei 
topi bianchi, anche col mezzo dell' inalazione di acq[ua finamente 
polverizzata, contenente i cocci in sospensione (2). 

La coltivazione di questo parassita riesce facilmente nella ge- 
latina, nel siero del sangue e sulle patate. Il modo di crescere 
nella gelatina è caratteristico, giacché nel punto ove questa 
viene attraversata dall'ago di platino si sviluppa una colonia 
avente la forma di una capocchia di chiodo , o meglio di pro- 
minenza emisferica, di colore bianco-perlaceo ; invece lungo tutto 
il canale scavato dall'ago stesso nell'interno della gelatina i cocci 
si sviluppano meno rapidamente, sotto forma di rivestimento bian- 
castro. La gelatina non viene fluidificata, ma dopo 5^ settimane 
assume all'intorno delle colonie una leggiera tinta brunastra. 
Sulle patate i pneumococci crescono rapidamente sotto forma 
di goccioline grigiastre, e dopo il 2° giorno si vedono comparire 
sulle colonie alcune bollicine dovute a sviluppo di gaz. n Brie- 
ger ha pure osservato uno sviluppo di gaz, facendo sviluppare 
il pneumococco nella gelatina del K o e h , a cui aveva aggiunto 
ima soluzione di zucchero. 



(1) Emmerich, Pneumoniecoccen in der Zvoischendeckenfùllung ^ ecc. 
Fortschr. d. Med. 1884, No. 5. 

(2) 11 D." Pawlowsky (Beri. klin. Wochenschr., No. 22, 1885), crede 
di avere in una delle sue ricerche coltivato dairaria il pneumococco; a me 
non sembra però che il microbo da lui coltivato sia identico con quello di 
Friedlànder, mancando la caratteristica della capsula ed essendo riusciti po- 
sitivi gli innesti fatti collo stesso nei conigli. Ad ogni modo sta il fatto, 
abbastanza interessante, che questo micrococco è patogeno per le cavie, co- 
nigli, cani e topi bianchi. 



Riassumendo adunque, le caratteristiche priocipali morfolo- 
giche di questo parassita sono date a) dalla presenza della ca- 
psula in quelle certe condizioni, b) dalle figure di chiodo delle 
culture in gelatina, e) dallo sviluppo di gaz sulle patate. Queste 
però non servono a stabilire il diagnostico sicuro, se non quando 
vengono poi confermate dall'innesto, con risultato positivo, delle 
cDlture nette negli animali e dal riprodursi delle stesse carat- 
teristiche nelle culture , Èttte coi prodotti patologici degli ani- 
mali inoculati. Difotti la forma di chiodo delle colonie nella ge- 
latina è stata osservata dal D." Pa8set(l) anche in un'altra 
varietà di micrococco, molto simile a quello pneumonico (psen- 
dopneumococco), da lui osservato in due casi di ascesso. 

n valore diagnostico di questa forma negli sputi è asscduta- 
mente nullo, giacché coli' osservazione microscopica si possono 
trovare cocci numerosi, con o senza capsula, anche nell'estavalo 
di individui affetti da semplice bronchite o perfottamente sani; 
e neanche le culture possono dare risultati attendibili, esistendo 
negli sputì un numero grandissimo di altri microrganismi. 

Notiamo finalmente che, se in tal guisa resta prorato che in 
certi casi la polmonite crupale è prodotta dall'invasione del pa- 
rassita ora descrìtto, non ne viene però di conseguenza che àa 
provata egualmente l' unità patologica di questa malattia ; anzi 
in molti casi di polmonite genuina non è dato dimostrare la pre- 
senza dei cocci caratteristici, sicché appare probabile che, come 
esistono varie specie di microrganismi pi<^ni, esistano pure di- 
verse forme di infiammazione polmonare, dovute ad altrettante 
varietà di mici-organismi. 

Micrococco della gonorrea. 

Fu primo il Neisser(2) che nel 1879 descrisse nel pro- 
dotto purulento dell' uretrite e congiuntivite hlenorragìca una 



(1) Passet, Lavoro citato. 

(2) Neisskr, Centralblatt, t d. ned. Wìk. No. SS. 1870. 
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forma di cocci molto grossi (0,83 ju diam.), contenuti nelle cellule 
semoventi. Quest'osservazione fu in seguito confermata da molti 
altri, i quali trovarono costantemente nelle cellule del pus blenor- 
ragico la presenza dei cocci descritti dal Neisser (Tav.II, flg. 12). 

Bokai (1) aflTerma di essere riuscito a riprodurre la ma- 
lattia iniettando nell'uretra di 6 studenti, che si offrirono vo- 
lonterosi, il prodotto delle culture del pus gonorroico ; non ha 
detto però come ha fatto le culture, né se queste erano nette 
oppure no, per cui le sue ricerche non hanno un valore assoluto. 

Bockhart (2) invece ha inoculato nell'uretra di un in- 
dividuo, affetto da demenza paralitica all'ultimo stadio, il go- 
nococco coltivato in gelatina fino alla 4* generazione, ed ha ot- 
tenuto un'infiammazione violenta, che dall'uretra si propagò su 
su fino ai reni, con formazione quivi di ascessi : egli ha trovato 
numerosi i cocci specifici nelle cellule bianche che riempivano 
i vasi linfatici e sanguigni e gli spazi connettivi della mucosa, 
della sottomucosa e del tessuto connettivo dei corpi cavernosi, spe- 
cialmente in corrispondenza della fossetta navicolare. Il Bock- 
hart ritiene di avere riprodotto in questo caso il quadro morboso 
della gonorrea, il che a me non pare ; giacché fortunatamente 
la malattia non è mai cosi grave, com' è descritta nel caso pre- 
cedente. É assai dubbiò perciò che si trattasse di una cultura 
veramente isolata e netta di gonococci, e non inquinata piuttosto 
da qualcuna delle forme piogene, tanto più che anche il reperto 
di costui a riguardo della posizione degli elementi specifici nelle 
cellule epiteliali, e dentro le stesse cellule bianche, non concorda 
con quello della maggior parte degli altri osservatori. 

Il Bockhart infatti sostiene di avere osservato i gonococci 
liberi nel liquido, o solamente aderenti alle cellule bianche del 
pus, e di non averli mai osservati nell'interno delle cellule epi- 



(i) BoKAi 0. FiNKKLSTSiN, Prag. med.-chir. Presse. 1880 Mai. 
(S^ Bockhart» Beitrag zar Aetiologie und Pathologie des Hamrònren» 
iftofiv SitwngH'Berichte d. Phy8.-ined. Gesellschaft zu Yùrzburg, 1883 
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teliali. Invece Ha ab (1), Leistikow(2), Eschbaum(3), We- 
1 a n d e r (4) , i quali hanno osservato un numero grandissimo di 
casi di gonorrea, concordano tutti nello ammettere che unat 
delle principali caratteristiche dei microbi in discorso è appunto 
quella, che si trovano sempre contenuti entro le celltUe bianche 
del pus ed anche entro le cellule dell*epitelio iiretrale. Quest'ul- 
timo punto della questione è interessante, perchè giustifica Taj 
plicazione della cura abortiva colla soluzione diluita di sublimat o l a""^ 
di altri disinfettanti nei primi 2 o 3 giorni della malattia. 



nei preparati fatti sui coproggetti si trovano talora i gonococcL.^ -^ 
liberi, ciò dipende dal rompersi delle cellule sovracariche di mi- 
croparassiti. 

I gonococci sono isolati o per lo più riuniti a due a due, ed 
anche a gruppi di 4 o di 8, non mai a catena. Si colorano bene 
colla fucsina e colla genziana^ ma specialmente col bleu di me- 
tilene. 

Dalle ricerche &tte da Oppenheimer (5) suU* azione degli 
agenti chimici sullo sviluppo dei gonococci risulta, che le so- 
stanze che m^lio delle altre servono per arrestarlo sono : il su- 
blimato (i : 20,000), il nitrato d' argento (2 : 100), il solfato e il 
nitrato di mercurio (1 : 10,000), il creosoto (1 : 20) e l'acido fenico 
(1:500); riescono invece inattivi il magistero di bismuto. Face- 
tato di piombo, Tallume, il solfato di zinco, il cloruro di zinco, 
il clorato ed il permanganato di potassa, la resorcina, il tannino 
e Tacido salicilico, n copaive ed il cubebe si mostrarono di per 



(1) Haab, Blenorrhoa gonorrh. neonat, Gorresp.-Bl. f. Schweizer Aerzte, 
1881. 

(2) Leistikow, Ueber Bacterien bei den f>enerischen Kranhheiten. Cha- 
rìtò-Annalen 1882. 

(3) EsGHBAUM, Ein Beitrag z. Aetiologie d. gonorrh, Seerete. Deutsche 
med. Woch. 1883, No. 13. 

(4) Welander, Ueber die pathog. Mikroorgan. des Trippers, Ref. in 
Schmidt's Jahrbùcher. Bd. 200, 1883. 

(5) Oppenhbimsr, Untersuch, ù. d. Chnohohkus (Neisser) Arch. f. 61- 
naekologie XXY, 1. 
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sé egualmente innocenti; ma Torìna, in seguito airingestione di 
quelli, conteneva un materiale antisettico. 

Il loro trovarsi costante nel prodotto patologico di tutte le 
forme di malattia gonorroica, e la loro posizione caratteristica 
li fa ritenere giustamente dai più come causa della gonorrea. 
Manca però ancora, a mio avviso, di farne le culture sicuramente 
isolate, di descriverne le proprietà di sviluppo caratteristiche sui 
mezzi di nutrizione solidi e trasparenti, e di fare infine con queste 
gli innesti nell* uomo, giacché gli altri animali sembrano essere 
refrattari a siffatta malattia. 



Microcooci piogeni. 

Le ricerche moderne fatte sui microrganismi contenuti nel 
pus, proveniente dalle malattie più svariate, hanno avuto per 
risultato importantissimo di stabilire in maniera positiva Tunità 
patogenetica di un gran numero di forme morbose, apparente- 
mente assai disparate. La setticemia e Tendocardite ulcerosa, la 
piemia e la febbre puerperale , gli ascessi acuti, di qualunque 
natura e di qualsiasi località, e T osteomielite riconoscono tutte 
la loro causa in forme speciali di cocci, che si designano ap- 
punto col nome di piogeni. 

Accenniamo qui soltanto di volo al significato che oggidì si deve at- 
tribuire alle espressioni di € setticemia » e di € piemia ». Ambedue stanno 
a significare un' alterazione profonda della crasi sanguigna, una vera di- 
scrasia, derivante da una causa comune: nella prima però si ha Taltera- 
zione del sangue generale, senza alcuna localizzazione; nella seconda in- 
vece si hanno per di più processi di infiammazione, localizzati a varie parti 
del corpo (ascessi piemici). Della setticemia si distinguono due forme: una 
è VintossiccLzione settica del sangue, semplice, senza che in questo esistano 
microrganismi ; e Taltra, la setticemia propriamente detta or setticomicosi, 
è contradistinta dallo sviluppo di microbi nel sangue circolante. Queste varie 
forme, di intossicazione settica, di setticomicosi e di piemia, possono trovarsi 
isolate, ma spesso si combinano formando un quadro morboso complesso di 
manifestazioni patologiche svariate. 

11 manifestarsi della setticomicosi ora semplice, ed ora invece compli- 
cata con ascessi piemici, da taluni si attribuisce a proprietà specifiche 
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dei singoli microrganismi patogeni e da altri invece, forse a maggior ra- 
gione, alla diversa porta d'ingresso del virus infettante. 

Fu il primo Dava ine (1) che designò col nome di setticemia una ma- 
lattia da infezione micotica, prodotta nei conigli coll'innesto sottocutaneo di 
sangue putrefatto. 

11 Koch ha descritto col nome di Mdusesepticdmie, una malattia prò — 
dotta nei topi bianchi dal piccolo bacillo già descritto. Un* altra forma dE. 
setticemia si sviluppa pure nei conigli coll'iniezione di saliva, come hannc 
provato le ricerche di Raynaud e Lannelongue(2), quelle di Val- 
pian (3), di Kuhn (4) e di Ziegler e Touton. La forma di questo bat 
t^rio setticemico è stata pure testé isolata dallo scrivente, in collaboraziom 
col D.'« De Mattei, e studiata nelle sue proprietà biologiche principali. 

Vi sono alcune forme di setticemia prodotte da cocci ed altre da 
cilli, e si possono distinguere perciò un gran numero di varietà di questa 
malattia. 



Lo studio dei microparassiti di quelle malattìe da infezione 
che i tedeschi designano col nome di « Wundinfectionskrank- 
heìten » (malattie infettive da ferita) è stato fatto nell'uomo, dopo 
il celebre lavoro del Koch, specialmente per opera di Ogston (5X 
Becker(6), Rosenbach (7), Krause (8) e recentemente dal 
D"*. P a s s e t (9) , i quali hanno studiato le forme di microbi che 
si rinvengono nel pus proveniente da ascessi acuti, di qualunque 
natura e derivazione. 

L'Ogston ha posto in sodo il duplice fatto, confermato in 
seguito da tutti gli altri osservatori , che la formazione degli 



(1) Davaine, Bull, de TAcad. de méd. 17 sept. d8^. 

(2) Ratnaud et Lannblonguk, Bull, de TAcad. de méd. 8 Février, 1881. 

(3) VuLPiAN, Ibid. 22 Mars 1881. 

(4) Kuhn, Beri. klin. Wochen. 1881. 

(5) Ogston, Micrococcus poisoningy Journ. of. anat. and phys. 1882. Voi. 17. 

(6) Becker, Yorldufige Mittheil. ùber den die acute infectiòse Osteo- 
myelitis erzeugenden Mikroorganismus, Deutsche med. Wochenschr. Nov. 
1883. 

(7) Rosenbach, Mihroorg. bei d. Wundinfectionshrankh. d. Menschen, 
Wiesbaden 1884. 

(8) Krause, Ueber einen bei der oc. infect. Osteomyel. ecc. Fortschr. d. 
Med. 1884, No. 7 e 8. 

(9) Passet, Ueber Mikroorg. d. eitrigen ecc. Fortschr. d. Med. 1885, 
No. 2 e 3. 
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ascessi acuti è sempre dovuta alla presenza di micrococci, e 
che non v'ha una sola specie, ma molte forme di microrganismi 
the hanno la proprietà di essere piogeni. L'Ogston ha trovato 
nel pus 2 specie di microrganismi , una di cocci a catena, che 
colla nomenclatura del Billroth ha chiamato streptococcuSy e 
Taltra di cocci riuniti in zooglea a forma di grappolo, da lui 
designati perciò col nome di staphUococcus. Il Rosenhach ne 
ha coltivate 4 specie: a) staphiloccus piogenes aureus ed cUbus; 
b) micrococcus piogenes tennis; e) streptococcus piogenes. Il 
D." Pass et ne ha coltivato 7 specie: a) StaphUococcus albus, 
aureus, dtreus, cereus cUbus e cereus flavì^s ; V) streptococcus; 
e) Pseudopneumococcus. 

Le varie denominazioni date a queste varie specie si rife- 
riscono specialmente alle caratteristiche di sviluppo degli stessi 
sulla gelatina e suiragar-agar. L'azione però fisio-patogenica è 
di tutti la stessa : è vero che nella maggioranza dei casi la for- 
mazione degli ascessi acuti è dovuta alla presenza dello stafilo- 
cocco, ma vi si trova però talora unito anche lo streptococco, 
ed ambedue le specie possono esercitare sul nostro organismo 
un* influenza di varia intensità ; cosi lo stafilococco piogeno può 
essere la causa d'un semplice panareccio od orzaiolo, come di 
un flemmone difiliso pericoloso o di un'osteomielite mortale. 

A proposito di quest* ultima malattia , giova ricordare che 
Becker nel 1883 annunciò la scoperta del micrococco speci- 
fico della stessa; ma Rosenhach e Rrause hanno in seguito 
dimostrato che nel pus da osteomielite, accanto al micrococco 
giallo (staphil. piog. aureus) trovato da Becker, si trova pure 
ano stafilococco bianco e talora anche lo streptococco , e che 
gli stessi microbi si trovano nel pus di qualunque ascesso acuto. 
Socin e Oarri (1) hanno confermato le osservazioni di Ro- 
senhach, ed hanno inoltre trovato che questi cocci si trovano 



(1) Socin e Garrì, CSongresso di chirurgia tenuto a Parigi dal 6 al 12 
aprile 1885. 
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anche nel sangue degli individui affetti da osteomielite.' Il Garri 
ha anzi inoculato sottocute su se stesso lo stafilicocco colti- 
vato dal pus di osteomielite, e ne ha ottenuto un flemmone dif- 
fuso, ma non quesfultima malattia. 

n reperto costante di questi microparassiti neirosteomielite 
fa ritenere giustamente che la loro presenza non sia accidentale, 
ma sia legata piuttosto in istretto rapporto colla genesi della 
stessa, per quanto esista ancora a questo riguardo un qualche 
punto oscuro. Di&tti le culture nette di tali microbi , inoculate 
negli animali, non vi riproducono la malattia se non quando si 
produca in questi in pari tempo una firattura ossea artificiale, 
mentre nella maggior parte dei casi di osteomielite nell* uomo 
questo non accade. 

Le stesse specie di cocci, colle stesse caratteristiche di svOuppo 
sulla gelatina che adesso esporremo, sono state pure osservate 
dal T>.^ Escherich (1) nel latte di donne affette da febbre 
puerperale. 

A) Lo Stafilococco piogeno {bianco, aureo e citrino) si 
trova nel pus per lo più riunito a diplococco, oppure isolato, in 
mezzo ai corpuscoli purulenti e talora anche nel protoplasma 
degli stessi : nelle culture o nei preparati di sezioni si vede sotto 
forma di zooglea. I cocci sono rotondeggianti, poco r^olari e di 
varia grandezza (0,87 ili di diametro medio). Nella gelatina lo 
sviluppo di queste tre varietà di cocci piogeni comincia al 2-3^ 
giorno alla temperatura deirambiente, sotto forma di colonie 
bianco-grigiastre (stafil. bianco) o giallastre (aureo e citrino), at- 
torno alle quali la gelatina è già liquefatta. Questa col fluidi- 
ficarsi si intorbida, ma poi ritorna ad essere chiara, assumendo un 
odore acido caratteristico. In fondo si raccolgono i cocci sotto 
forma di sedimento biancastro, o arancio scuro, o giallo limona 
secondo la varietà degli stessi. 



(1) EsGHKRiCH, Bacter. Unttnitok 
No. 8, 1885. 
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Per ottenerli separati nelle culture sulle lastre di vetro si 
adopera Tagar-agar, la quale non viene fluidificata come la gela- 
tina e permette di osservare anche col microscopio le caratteri- 
stiche di sviluppo, n colorito delle colonie, che distingue appunto 
le varietà in discorso, si fa sempre più spiccato coir invecchiare 
delle culture e sta sotto Tinfluenza diretta dell'aria. 

Tutti e tre gli stafilococci hanno le stesse proprietà pato- 
geniche. Iniettati nella cavità pleurica o addominale dei conigli, 
cavie e topi bianchi, gli animali muoiono dopo 1-2 giorni con 
una forma setticemica, trovandosi emorragie diffuse dei polmoni, 
congestione dei visceri addominali e pleurite o peritonite inci- 
piente, mentre nel sangue e nel succo dei tessuti si trovano ab- 
l)ondanti i cocci specifici. Lo stesso risultato si ottiene coll*inie- 
zione intravenosa nei conigli e nelle cavie. In questo ultimo caso, 
se Tanimale resta in vita più di due giorni, si osservano nei reni 
alterazioni caratteristiche, prodotte da embolie microbiche dei ca- 
nalicoli retti, le quali comprimendo i vasi danno luogo ad in&rti 
emorragici. Se nei conigli, a cui si sono iniettati nel sangue gli 
stafilococci, si produce una fhittura ossea ed una contusione mu- 
scolare, si ha produzione di pus nella località maltrattata. Ino- 
culati sotto la cute degli stessi animali, dopo qualche giorno si 
produce un ascesso ; iniettati nelle articolazioni dei conigli vi 
producono egualmente un*infiammazione purulenta. 

B) Streptococco piogeno. Si trova nel pus degli ascessi, in 
catene di 3^ e più individui riuniti insieme, in modo però da 
avere Taspetto di catene formate da diplococco II loro diametro 
oscilla fhi 0,58-0,73 }i. Tanto Taspetto microscopico, come quello 
delle colonie sulla gelatina è uguale perfettamente a quello dello 
streptococco coltivato da Fehleisen dalla cute eresipelatosa. 
Sulla gelatina si sviluppa alla temperatura ordinaria sotto forma 
di piccoli ammassi bianco-grigiastri, rotondeggianti, del diametro 
di circa 2 fi, sparsi lungo tutto il percorso dell* ago di platino, 
non fluidificanti la gelatina. Sul siero di sangue tanto gli strepto- 
cocci della risipola come quelli del pus si sviluppano sotto forma di 
strie, nastriformi e sottili : sulle patate invece non si vede traccia 
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alcuna di sviluppo. Nell'agar-agar le due specie anzidette si svi- 
luppano pure a^li atessi caratteri di colonie irregolari e non 
puntiformi come nella gelatina. Riguardo all'azione patogenica 
dello streptococco piogeno, le osservazioni fatte finora sono di- 
acordi. Krause, Ogston e Rosenbach hanno trovato die è 
patogeno pei conigli e pei topi bianchi. Il D." Passet invece 
dice di avere avuto coli' innesto delle culture isolate di questo 
micrococco risultali sempre negativi, tanto sui topi, come sulle 
cavie e sui conigli, concordando cosi anche in ciò coll'azione 
fisio-patc^enica di quello della risipola. Probabilmente adunque 
anche la risipola entrerà in seguito a far parte dell'unità patolo- 
gica delle malattie suaccennate. 

G) PsErmopN'EUMOGOcco. Merita di esser menzionato a se, spe- 
cialmente perchè per alcune sue caratteristiche di sviluppo s'av- 
vicina assai al pneuraococco di Friedlànder e Frobeniu^ 
dal quale è necessario di saperlo distìnguere. Innestato dìCatti 
sulla gelatina, la colonia che si sviluppa alla^uperScie nel punto 
dell'innesto diventa prominente, fliio ad assumere la forma emi- 
sferica, simile a quella del cocco pneumonico ; se ne distingue perì» 
pel fatto che il primo è un puro aerobio, e non sì sviluppa 
lungo il tragitto dell'ago di platino. Nelle colonie vecchie in 
ambedue i casi la gelatina assume una tinta brunastra. Ossero 
vando al microscopio i preparati fatti col pseudopneumococco, si 
vedono prevalenti le forme rotonde ed isolate su quelle lunghe, 
simili a bacilli, le quali prevalgono invece nel vero pneumococco. 
La differenza più spiccata si ha però dalle culture sulle patate, 
giacché in quelle del microbo della polmonite, mantenute a 31' C, 
si ha distinto al 3° giorno lo sviluppo di bollicine di gaz, che 
manca sempre in quelle del cocco piogeno. In condizioni favorevoli 
anche quest'ultimo appare circondato da una capsula, non può 
cosi evidente come quella dei pneumococci. 

Quanto alle proprietà patogeniche il falso pneumococco, ino- 
culato nella pleura tanto dei topi e delle cavie, quanto dei conigli, 
vi produce, secondo Passet, un'infiammazione della pleura con 
diffusione plb o meno estesa del processo ai polmoni; mentre 
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invece i conigli, secondo la maggior parte degli osservatori, si mo- 
strano refrattari all'azione del cocco pneumonico. Ambedue le 
specie però, iniettate nella giugulare dei conigli^ producono in q[uesti 
una forma di setticemia. Notiamo finalmente che 1* innesto sotto- 
cutaneo del micrococco pneumonico nelle tre specie di animali 
anzidetti è innocente, mentre (piello del pseudopneumococco, se- 
condo le esperienze di Passet, produce ascessi nelle cavie e 
nei conigli, e nei topi bianchi la setticemia: e cosi parimenti 
rinalazione dell'acqua contenente i pneumococci riproduce nei 
topi bianchi la polmonite, mentre i microbi del pus, fatti inalare 
nelle stesse condizioni, riescono sempre inattivi. 

Il D.'*» Passet ha inoltre osservato nel contenuto purulento 
di un ascesso perianale un'altra forma di microbo, un bacillo lungo 
1,45 ILI circa e largo 0,58 |ui (Tav. 1* fig. 6), il quale si sviluppa 
sulla gelatina, specialmente alla superficie, sul siero del sangue e 
sulle patate, sviluppando su tutti questi mezzi un odore sgra- 
devole, simile a quello del pus dal quale fU coltivato. É stato 
chiamato perciò hacUlus piogenes foetidMS, È patogeno pei topi 
bianchi e per le cavie, non lo è per i conigli. 



Tralasciamo di parlare del nUcrococco della piemia dei c(h 
nigli e di quello della setticemia degli stessi animali, nonché 
del nUcrococco della gangrena progressiva dei topi e di quello 
dell'o^ce^^o progressivo dei conigli, osservati e studiati tutti dal 
Koch: questi hanno difatti principalmente un interesse storico, 
costituendo appunto il primo contributo sperimentale, positivo, 
portato alla teoria parassitaria delle malattie da infezione. Non 
parlo neanche di quella forma di cocco (Nosema bombycis), sco- 
perto da Co mali a (1) quale causa della cosidetta < pebrina > 
« malattia dei corpuscoli > dei bachi da seta, e neppure del 



(1) GoRNÀLLL, Rapporto della Commissione per lo stadio della malattia 
dei bachi, ecc. Milano, 1857. 
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nUcrococcus I>ombycis, trovato dal Pasteur, e che è causa di 
un'altra malattia del baco cosidetta « flaccidezza », giacché non 
hanno perla medicina un'importanza diretta. 

Accenniamo in fine che forme di cocci sono state osservate in 
un gran numero di altre malattie infettive, tanto degli animali che 
dell'uomo. Cosi ho già detto che si trovano abbondanti nelle valvole 
del cuore, colpite da endocardite ulcerosa; sono stati osservati 
nella sifilide (Klebs, Aufrecht), nell'atrofia gialla acuta del 
fegato (Eppìnger), nell' « Haemophilia neonatorum > (Klebs), 
nella scarlattina (Goze e Feltz), nella malaria (SehlenX nella 
difterite (Carter, Klebs, Heubner, Lòffler), nel vaccino e 
nel vainolo (Weigert, Klebs, Hallier, Tappa, Plaut), 
senza però che sia stato dimostrato finora un nesso eziologico 
sicuro fra la presenza dei microbi e le varie malattie summen- 
tovate. 



Tutti i microparassiti di cui si è parlato finora apparten- 
gono agli « Spaltpilze » di Nàgeli o «batteri» di Gohn e di 
Koch. Ma si osservano parassiti appartenenti ad altri ordini 
della stessa classe di microrganismi, e specialmente a quella 
degli Ifomiceti o ConidUmUceti (« Schimmelpilze » di Nàgeli) ; 
fra q[uesti dobbiamo annoverare princicipalmente YAcUnomyceSt 
il Chionyphe Carteri ed i tre funghi che producono le malattìe 
cutanee della Ugna favosa, della tigna tonsurante e dalla pi- 
tiriasi. 

Actinomyces. 

Questo fitoparassita è stato descritto la prima volta nei bovini 
da Rivolta (1) e da Perroncito (2) nel 1875, nei tumori sar- 



(1) Ritolta, Giornale di anatomia e di fisiologia degli animali. Pisa 1875. 

(2) PsRRONcrro, Osteasarcoma della mascella anteriore e posteriore dei 
bovini. Articolo delFEnciclopedia agraria italiana 1875. 
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comatosi della mandibola di questi animali. In seguito il Bol- 
li n g er (1) ha studiato più esattamente una tal forma dì malattia, 
classificandola fra quelle parassitarie colla denominazione di 
« Actinomycosis », essendo stato il microfita caratteristico clas- 
sificato da Harz ù*a i funghi, col nome di Actfnomyces bovis. 
Simili osservazioni sui bovini si estesero in breve, e si trovò il 
parassita non solo nei sarcomi mandibolari, ma anche nei tumori 
congeneri di altre regioni svariate del corpo di questi ed anche 
di altri animali, come nel porco ( Johne) e nel cane (Vacchetta). 

Nella specie umana sembra che sia stato veduto la prima 
volta daLebert nel 1857, senza però che ne riconoscesse la 
natura: i primi casi positivamente riconosciuti della malattia 
vennero osservati da Israel (2) e da Pouf ick (3) in Germania, 
e da Perroncito e Reymond in Italia. 

La malattia prodotta dalla presenza iéìTActlnomyces è ài- 
quanto diversa negli animali e nell'uomo: nei bovini si ha nel 
mascellare inferiore, dove più di frequenti si manifesta il male, 
una vera neoformazione d'aspetto sarcomatoso, che ha origine 
dagli alveoli o dalla parte spongiosa dell'osso, si ingrossa a poco a 
poco, usurando l'osso stesso, e si apre nella cavità orale e al difuori 
per mezzo di tragitti fistolosi. Facendo un taglio del tumore si 
vede sulla superficie di sezione un gran numero di focolai gialli, 
ascessiformi, dai quali col raschianiento si esporta una massa 
densa, di aspetto purulento, nella quale si notano un'infinità di 
piccoli granuli, bianco-giallastri o giallo-solfo, grossi all' incirca 
come un capo di spillo, i quali non sono altro che un aggregato 
di globetti di Actfnomyces. 

Ognuno di questi piccoli globetti ha la forma di una mora e, 
schiacciato tm due vetrini^ mostra la parte intema costituita 



(1) BoLLmaKR, Uéber eine neue Pilzhranhheit beim Rinde. Gentr.-Bl. f. 
d- med. Wissensch. 1877, No. 27. 

(2) IsRABL, Neue Beohachiungen auf dem Gebiete der Mycosen des Men- 
^kshen, Vircbow's Archiv. Ed. 74, p. 15. 

(^ PoNFiCK, Ueber eine loahrscheinlich mykotische Form von WirbeU 
ie$. Beri. kUn. Vochenachr. No. 23, 1879. 
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dai filamenti del fungo, sottilissimi ed intrecciati (^/!, il cui in- 
sieme costituisce il micelio), i quali si dirigono verso la periferia 
e terminano nei corUdi, rigonfiati a mo' di pera o di clava, gial- 
lognoli e fortemente rifirangenti la luce. Siccome q[ueste masse, 
specialmente nei bovini, sono spesso calcificate, coid per istu- 
diame la struttura occorre talora trattarli coli' acido cloridrico 
diluito. Nelle sezioni di pezzi del tumore, induriti nel liquido di 
Miiller e nell'alcool, questi ammassi del fungo appaiono anche 
senza essere coloriti, come si vedono disegnati nella Fig. 8, 
Tav. 1*. — Gli stessi ammassi del parassita si trovano poi dif- 
fusi nelle ghiandole linfàtiche finitime, nella laringe e nella 
ùringe. Si è osservato pure nel bove lo sviluppo primitivo del 
parassita in altre località^ ad es., nei polmoni. 

Nell'uomo il quadro morboso cambia alquanto. Si ha nel 
punto d'ingresso del parassita una tume£8uùone, ma questa non 
raggiunge mai il volume che ha nei bovini e si estende piut- 
tosto in superficie ed in profondità, coi caratteri di un'infiam- 
mazione cronica suppurativa. L'infiltrazione è costituita da tes- 
suto di granulazione, di aspetto lardaceo; vi si produce pus che 
si fa strada attraverso tragitti fistolosi, i quali contengono ap- 
punto il liquido puriforme con quei corpicciuoli giallo-solfo, che 
permettono di fare la diagnosi della malattia. Quando questa ha 
origine dalle ossa mascellari, come è il caso più frequente, l'in- 
filtrazione purulenta si può estendere lungo i vasi del collo, 
raccogliersi attorno alle costole o in vicinanza dei corpi verte- 
brali, che ne sono usurati, e quivi formare nuovi ascessi e tra- 
gitti fistolosi, che si aprono all'esterno. Le nodosità formate 
dallo sviluppo del fungo possono, come talora si è osservato, 
usurare le pareti di grossi vasi venosi (della giugulare, ad es.), 
ed aversi cosi la diffusione metastatica della malattia. Ail'in- 
fuori di questo caso però la malattia è soltanto locale e si dif- 
fonde lentamente per contiguità di tessuti. 

Non si deve credere che la malattia sia sempre localizzata 
alla mandibola o alla colonna vertebrale; il parassita può svi- 
lupparsi primitivamente in qualsiasi parte del corpo, secondo la 
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porta d'ingresso. Ck)si si sono descritti casi di peritonite lenta 
attinomicoticay in cui il parassita era penetrato per la via del 
canale intestinale o per quella deirapparecchio genitale (Ze- 
ni a n n (1) ) ; casi di attinomicosi limitata del colon (Chiari (2) ) 
e di penetrazione del parassita da una ferita del pollice. In un 
caso osservato da Canali (3) si ebbe lo sviluppo primitivo del 
parassita neir albero bronchiale , risultandone una specie di 
bronchite putrida : in un altro descritto da Malocchi TActino- 
myces si era sviluppato nella pelle. 

Negli animali probabilmente TActinomyces penetra nella 
bocca cogli alimenti, dove si fa strada nei tessuti per mezzo di 
piccole lesioni di continuo, prodotte da quelli nella mucosa orale. 
lìD.^ lensen ha infatti osservato nel bestiame che si nutriva 
dell'erba cresciuta in un terreno vicino al mare delle coste da- 
nesi, soggetto spesso ad inondazioni, un'epidemia di attinomicosi, 
la quale cessò non appena si escluse dall'alimentazione l'erba di 
quella località (4). 

La ricerca di questo parassita ha una grande importanza 
tanto nei casi di malattia dell'uomo, perchè facendo la diagnosi 
in principio si può coU'intervento chirurgico salvare il paziente, 
come anche nell'esame delle carni degli animali domestici desti- 
nati all'alimentazione^ specialmente del maiale, nel quale la ma- 
lattia pare s'incontri più di firequente di quanto prima si cre- 
deva. Lo John e mette in dubbio che nei casi osservati da 
Duncker (5) si tratti della stessa forma di Actinomyces osser- 



(1) Zemann, Ueber die Actinomycose des Bauchfells und der Baucheinge- 
weide beim Menschen. Wien. med. Jahrb. 1883, p. 477. 

(2) Chiari, Ueber primdre Darmactinomycose des Menschen. Prag. med. 
Woch. 1884, No. 16. 

(3) Ganau, Im bronco-attinomieosi nelVxMmo, Riv. clinica di Bologna 
1882, p. 588. Con una nota di Maj occhi sopra un caso di attinomicosi 
della pelle. 

(4) Bang, Die Strahlenpilzerhranhung. Deutsch. Zeitschr. f. Thierm. u. 
vergleich. Pathologie, X, p. 249. 

(5) Duncker, Stràhlenpilze im Schtjoeinefleisch, Zeitschr. f. Mikrosk. a. 
B'ieischbeschau, III, 1884, No. 3. 
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vaia neiruomo; ma ad ogni modo le osservazioni di Israel (IX 
controllate anche dal Vi re ho w, e q[uelle dello stesso John e 
e di altri sul proposito pongono fuori dubbio la presenza di 
di questo parassita anche nelle carni del maiale. Israel dice 
che, contrariamente a quanto si era ammesso finora, le clave 
del fungo si alterano facilmente in presenza dei reattivi e ta- 
lora anche coU'acqua semplice: consiglia perciò di &re le ri- 
cerche del pus della carne di maiale (schiacciata £ra due ve- 
trini) senza aggiunta di alcun liquido. Per conservare i pezzi 
patologici relativi consiglia Tacido osmico (1 ®/o), o la soluzione 
di Miiller e V alcool. Non v*è bisogno di colorazione per di- 
mostrarne la presenza. 

Quanto alla trasmissibilità della malattia, è stata dimo- 
strata negli ammali anzitutto da John e (2), il quale ha ino- 
culato con successo sotto la cute dei bovini i granuli del Aingo 
sospesi neiracqua. In seguito il Ponfick (3) ha ottenuto lo stesso 
risultato, innestando nel cavo peritoneale dei buoi pezzi di tumore 
specifico ; ed Isr ael (4) ha sperimentalmente dimostrato Fidentità 
della malattia negli animali e nell'uomo, ottenendo la riprodu- 
zione dei nodi caratteristici nell'addome di un coniglio, in cui 
avea introdotto un pezzo di tessuto di granulazione di un ascesso 
peripleuritico d'origine micotica. 

Le proprietà biologiche di questo microparassita sono finora 
poco conosciute, essendo assai difficile coltivarlo come saprofita 
nei mezzi di nutrizione artificiali. Israel (5) dice di essere riu- 
scito a coltivarlo sul siero del sangue solidificato, ma la descri- 



(1) Israel, Demonstration von Actinomyces im Schweinefleisch ^ Beri. 
klin. Wochenschr. 1884. 

(2) JoHNE, Die Actinomycose ist cine durch Impfung ùbertragbare In- 
fectionshranhheiu Gentralbl. f. d. med. Wissensch. 1880, No. 48. 

(3) PoNPiCR, Die AcHnomycose des Menschen. Berlin 1882. 

(4) Israel, Brfoìgreich, Uébertrag, der AcHnomycose des Menschen auf 
Kaninchen. Gentrsdbl. f. d. med. Wiss. 1883, No. 27. 

(5) Israel, Ueber die (Jultivirbarkeit des Actinomyces. Virch. Arch. 
Bd. 95, 1884. 
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zione che ne fa è cosi incompleta, che è impossibile ritrarne 
rimagine del suo sviluppo. Non è ancora stabilito con certezza 
a quale categoria di funghi appartenga. 

Ghionyphe Garteri. Questo fungo, appartenente pure agli 
ifomiceti, è stato osservato da Carter in una malattia dei piedi 
che si osserva nelle Indie, cosidetta Madura-foot (piede di Madura). 
Il micelio del fungo penetrerebbe nel derma e nel tessuto sottocu- 
taneo del piede, producendovi un*infiammazione purulenta con neo- 
formazione di tessuto, simile a quanto si osserva neirattinomicosi. 
Recentemente però si è posto in dubbio il nesso causale fra questo 
fungo e la malattia in discorso (1). 



Alcuni ifomiceti si riscontrano poi come parassiti della pelle, 
nella quale producono forme morbose caratteristiche, conosciute 
sotto il nome di T^na favosa, Erpete ctrdnnato o tonsurante, 
JSicosio mentagra, Kerion, Onicomicosi, Eczema marginato, 
IHtyrìasis versicolor. In tutte queste malattie si ha negli strati 
«pidermoidali della cute e nei peli (dove esistono) uno sviluppo di 
filamenti e di conidi, i quali disgregano le cellule e penetrano 
nell'interno del pelo, irritando la cute e dando luogo alla forma- 
zione di croste e di squame, più o meno abbondanti. In certi casi 
si ò osservato anche nella mucosa dell'apparato digerente lo svi- 
luppo del fungo della tigna ikvosa (Kundrat (2)). Secondo Gra- 
witz i miceli e i conidi dei funghi, che si osservano nelle diverse 
aflTezioni della cute suaccennate, apparterrebbero tutte ad un'u- 
nica specie, air« Oidium lactis » e le differenze, le quali del resto 



(1) Vedi al proposito: 

Carter, On mycetoma or the fungus disease of India, London 1874. 
Lewis e Gunnwgham, 9 Rep. of the Sanit Gomimsaioner of India. 
Corre, La maladie de Ballingal ou piéd de Madura. Paria 1883. 

(2) Kundrat, Ueber Qastroenteritis favosa, Ref. in Fortschr. d. Med. 
No. 1, 1885. 
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non sono molto spiccate, che si notano in quelli nelle diverse affe- 
zioni della cute, sarebbero dovute a nienValtro che alla differenza 
del substrato nutritivo. Si ritiene però generalmente che appar- 
tengano a specie diverse, e che la tigna fa vosa sia prodotta dal- 
l'AcHORiON ScHOENLEiNii (Tav. I,flg. 2 2***), l'erpete circinnato, 
la sicosi, il kerion e certi casi di eczema marginato sieno causati 
dal Tricophyton tonsurans (Tav. I, fig. 3 e 3 **) e la pityriasis 
versicolor dal Microsporon purfur (Tav. I, fig. 1). 

Del modo di colorire questi vari microparassiti nelle squame 
epidermiche e nei peli si è già parlato. Quanto alle proprietà 
biologiche degli stessi non sono ancora bene conosciute, non es- 
sendosene finora, per quanto mi è noto, fatte le culture sui mezzi 
di nutrizione solidi del Koch. Soltanto pel Tricophyton, Morris 
Malcom e Henderson (1), sono riusciti a coltivarlo nella 
gelatìna e ad osservare cosi lo sviluppo dei filamenti dalle spore, 
riproducendo eziandio la malattia nell'uomo coU'innesto cutaneo 
del prodotto delle culture. 

Si riscontra anche non di rado la presenza di altri ifomiceti , quale 
epifenomeno di malattie dei vari organi che sono in commercio più o meno 
eretto col mondo esterno (stomaco, polmoni, bronchi, trachea, cornea, con- 
dotto auditivo estemo, cavità boccale e nasale). Si trovano quindi filamenti 
e conidi nella patina che ricopre la lingua e i denti dei malati, nelle bron- 
chiettasie, nelle caverne polmonari, e specialmente nella gangrena polmo- 
nare, accanto ad altre forme di microrganismi. Questi però anziché parassiti, 
devono essere considerati come semplici saprofUi , giacchò si sviluppano in 
parti già morte. 

Uaspergillo che si trova nei polmoni è, secondo Lichtheim (2), VA- 
spergillus fumigatus. Nel condotto auditivo estemo e nelForecchio medio B e- 
zold ha trovato VAspergillus fumigatus^ FA. niger ed il flavus. 

Alcune forme però, e specialmente gli Aspergini, sono anche realmente 
patogene, per gli animali in particolar modo. In questi infatti si conoscono 
parecchie malattie prodotte dagli ifomiceti (per es. il € Moscardino » o € cal- 
cino » del baco da seta, prodotta dalla Botrytis Bassiano, che è il primo 
parassita vegetale che sia stato scoperto e di cui la gloria spetta all' italiano 



(1) Morris, Malcom and Henderson, The cultivation and li fé history 
of the ringworm fungus. Joura. R. microsc. Soc. Ser. Il, voi. 3, 1883. 
(2; Lichtheim, Beri. klin. Vochenschr. 1882, No. 9. 



Bassi(l), ùìSLpneumomicosi aspergillina degli uccelli (2)). Sono note inoltre 
le esperienze di Grohe(3)ediBlock (4), i quali, iniettando nel torrente 
circolatorio degli animali le spore di Aspergillo e di Penicillo, ottennero 
negli stessi lo sviluppo dei miceli. In seguito Grawitz, Koch (5), Lòf- 
fler(6) e Lichtheim hanno confermato queste osservazioni, constatando 
la possibilità dello sviluppo negli animali anche di alcune specie di 
f Mucor ». È da notare però che in tutte queste esperienze si ebbe neir of- 
gamsmo animale la vegetazione delle spore in filamenti, ma non la fruttifica- 
zione; sicché cogli ifomiceti non si ò finora ottenuta giammai una malattia 
trasmissibile direttamente da uno ad altro animale. 

Finalmente un altro microrganismo patogeno, appartenente 
alla classe degli ifomiceti ma ad un'altra famiglia, a quella dei 
< Saccaromiceti », è il Sagca.romyces albigans (Tav. 1% flg. 4) 
il (piale era prima descrìtto col nome di < Oidium albicans » e 
che invece, secondo le ricerche di Qrawitz, sarebbe identico 
col Mycoderma vini. Questo fungo è la causa della malattia 
chiamata Mtcghetto, rappresentata da un deposito bianco, lassa- 
mente aderente alle parti sottostanti, che si manifesta non di rado 
nei bambini lattanti e nei malati denutriti, sulla mucosa della 
bocca, della retrobocca e deiresofago, raramente nello stomaco e 
nell'intestino, e talora anche nella vagina delle donne gestanti 
e sul capezzolo delle nutrici. Questa patina bianca ò composta da 
cellule epiteliali, da batteri e da filamenti e conidi del fùngo ca- 
ratteristico. 

Questo si sviluppa fàcilmente nelle soluzioni di amido, di de- 
strina, di zucchero, nella gelatina, nel latte dì donna e nella sa- 
liva. Secondo Grawitz si sviluppa eziandio per mezzo dell'in- 
nesto sulle mucose degli animali. 



(1) Bassi, Del mal del segno, calcinaccio o moscardino, Milano 1837. 

(2) ScHÙTZ, Ueber dai Eindringen von Pihsporen, ecc. Mitth. a. d. kais. 
Ges. Bd. 11, p. 208. 

(3) Grohe, Beri. klin. Wochenschr. No. 1, 1870. 

(4) Block, Ueber Pilxbildung in thierischen Qewében. Inaug.-DÌB8ert. 
Stettin 1871. 

(5) KocH, Beri klin. Wochenschr. No. 52, 1881. 

(6) LòFFLER, Mitth. a. d. kais. Ges. 1881. 
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E qui termina lo elenco dei principali microparassiti che 
son noti fino ad ora ; è da sperare che firai non molto, cercando 
attivamente e perfezionando ancora i metodi di ricerca, si giunga 
a completarlo e si possa di ciascuna malattia infettiva designare 
il microbo patogeno caratteristico. 
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SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA I. 



PiG. 1. — Microsporon furfur. a, lembo di epidermide con ammassi di 
spore e filamenti. ^400 diam. (dal Bizz ozerò). 

> 2. — Achorion Schonleinii. a filamenti pallidi ramificati ; b filamenti 

protoplasmatici ; e conidi a coroncina; 2 bis, porzione intrafollico- 
lare di capello sottile, contenente filamenti e spore. — 400 diam. 
[dal Bizzozero). 

> 3. — Tricophyton tonsurans, tolto da un caso di erpete circinnato: 

a ammasso di lamelle cornee con filamenti del fango. 400 diam. 
3 bis. pelo spezzato, pieno di spore. Piccolo ingrandimento (dal 
Bizzozero). 

> 4. — Oidium albicans. a estremità d*un filamento con un conidio ter- 

minale. 700 diam. ; &, e filamenti con conidi terminali e laterali ; 

d spore isolate con corpuscoli brillanti. 400 diam. (dal Bizzozero). 
» 5. — Colonia di micrococci della nsipola (a) nell'interno di un vaso 

linfatico (&), contenente qualche corpuscolo bianco (d). Sezione 

delForecchio d'un coniglio inoculato coi cocci specifici. 250 diam. 

(dal Ziegler). 
» 6. — Bacillo piogeno fetido (Passet). Da una cultura in gelatina. 

790 diam. 
» 7. — Micrococco tetragono del Koch. Dal sangue di un topo bianco, 

inoculato col prodotto di una cultura netta del micrococco. 

600 diam. 
» 8. «- Actinomyces bovis. Gli ammassi del fungo si vedono sezionati 

trasversalmente (da un tumore del mascellare di un bovino). 

695 diam. 
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SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA n. 



1 disegni, tranne i primi due riprodotti dall'opera del Koch € Die Aetio- 
logie der Tuberculose », sono tutti originali e tratti da* miei preparati. 
Fio. I. — Bacilli tubercolari in un tubercolo del polmone. 700 diam. 
» IL — Bacilli tubercolari entro una cellula gigante. 400 diam. 
» III. — Bacilli della lebbra entro le cellule di un nodo lebbroso cu- 
taneo. Zeiss Vi2^ f Oc- 3. 695 diam. 
y^ IV. — Bacilli della lebbra isolati. Zeiss Vis"» Oc. 4. 1515 diam. 
> V. — Vibrioni colerigeni. Danna cultura netta in gelatina. Zeiss Vii''» 

Oc. 5. 1265 diam. 
» VI. — Supposti microbi del € Gholera nostros» di Finkler e Prior. 

Zeiss Vi2"> Oc. 5. 1265 diam. 
» VII. ^ Bacilli tifosi. Dairinterno di una placca di Peyer tumefatta, 

non ulcerata. Zeiss ^ig^i Oc. 4. 1515 diam. 
» Vili. — Pneumococci nel polmone. Alveolo con essudato fibrinoso. 

Zeiss Vi«"» Oc. 3. 695 diam. 
» IX. — Pneumococci con capsula. Essudato pleurico di cavia, due giorni 

dopo r innesto. Zeiss Vw" » Oc. 4. 950 diam. 
» X. — Bacilli carbonchiosi contenenti spore. (Colorazione doppia). 

Zeiss Vi/', Oc. 3. 695 diam. 
» XI. — Bacilli carbonchiosi entro i vasi di un glomerulo renale. Sezione 

del rene di topo bianco carbonchioso (Colorazione doppia col 

picrocarmino e violetto di genziana). Zeiss Ey Oc. 3. 490 diam. 
» XII. — Gonococci entro le cellule del pus gonorroico. Zeiss Vi/'i Oc. 4. 

950 diam. 
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